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                    INTRODUCCIÓN 
Hay constancia de que ya en el antiguo Egipto (III Dinastía) se 
había identificado una enfermedad manifestada por gran 
excreción de orina –papiro de Ebers, s. XVI a.C., Fig. 1–; no 
obstante, el termino diabetes –atribuido a Demetrio de Apamaia– 
no aparece hasta el siglo II a.C., y procede del sustantivo griego 
diabeinein, con el que se describía un círculo de doble sifón para 
el paso de fluidos. La primera enumeración exhaustiva de los 
síntomas –sed intolerable, ardor en el intestino y tránsito rápido 
de líquidos– la proporciona Aretaios de Capadocia (81-138 d.C.) 
quién, además, menciona dos estadios de la enfermedad: crónico 
y agudo-fatal. Sin embargo, su origen era un enigma sobre el que 
se proponían razones de índole tan diversa como la adjudicación 
al riñón o al estómago de responsabilidad fundamental, o la de la 
corrupción de fluidos resultante de una combinación desordenada 
de sulfuro y sales en la sangre (Paracelsus, 1493-1541); 
lógicamente, también se indicaba todo tipo de terapias. A pesar 
de que se iban acuñando nombres específicos, siempre 
descriptivos de síntomas relacionados, la primera distinción entre 
diabetes insípida y diabetes mellitus fue establecida por W. 
Cullen [1769] y J.P. Frank [1794] en el siglo XVIII, después de que 
T. Willis [1674], que sufrió la enfermedad, informara sobre el sabor 
dulce -quasi melle aut saccharo inbuta- de la orina diabética; tras 
ésta, fueron apareciendo otras clasificaciones como la de diabète 
grass y diabète maigre [Lancereaux, 1880], que seguían reclamando 
distintas formas de tratamiento. 
En 1838, Apollinaire Bouchardata [1851] confirma químicamente la 
presencia de azúcar en la orina del diabético, cuando poco antes 
el químico italiano Ambrosioni [1835] había proporcionado la prueba de su existencia 
en la sangre de estos pacientes. Así, su mera presencia en la circulación estaba 
siendo considerada como un factor patológico, o accidental, hasta que Claude
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Bernard afirma, en su famosa Leçons sur le diabète [1877], que la glucemia -azúcar en 
la sangre- es independiente de la alimentación, que está presente en el hombre y en 
otros animales tanto saciados como en ayunas, y que constituye en sí misma una 
característica normal, siendo la verdadera anomalía, en contra de lo hasta entonces 
establecido, tanto su exceso como su ausencia. 
El siglo XIX proporciona un cambio de orientación y un avance determinante en el 
conocimiento de la enfermedad. Por un lado, Paul Langerhans (Fig. 1), con su tesis 
doctoral en 1869 (Fig. 1), describe la anatomía e histología de células del islote 
pancreático, cuya función decía desconocer; Claude Bernard, por otro, mostraba la 
conexión entre el sistema nervioso central y la diabetes [1849]. Además, Minkowski y 
von Mering [1889] originan, por extirpación del páncreas, una diabetes artificial en el 
perro. 
Desde el inicio del siglo XX, el convencimiento de que los islotes de Langerhans 
producían y secretaban una hormona que aliviaba los síntomas de la diabetes, era 
firme; pero la prueba indiscutible de la existencia en el páncreas de un principio activo 
estrechamente relacionado -insulina-, fue proporcionada por Banting y Best en 1922, 
al obtener un extracto pancreático que, inyectado, revirtió, en el perro y en el hombre, 
el cuadro clínico diabético. Muy pronto a partir de entonces, se dispuso de extractos 
de insulina para uso terapéutico, preparados primero por los laboratorios Eli Lilly en 
EE.UU. (Fig. 1) y, poco después, por los Novo en Europa  
Cada tejido y órgano de los mamíferos tiene una función especializada, que se hace 
patente en su anatomía y actividad. El músculo esquelético, por ejemplo, utiliza 
energía metabólica para generar movimiento; el tejido adiposo almacena y libera 
grasa, que sirve después como combustible; el cerebro bombea iones para producir 
señales eléctricas; y el hígado, que juega un papel central, procesa y distribuye 
nutrientes a través de la circulación. Pero la coordinación del metabolismo entre los 
distintos órganos ocurre mediante señalización hormonal y neuronal, es decir, las 
células individuales de un tejido captan los cambios de circunstancia en el organismo, 
y responden secretando un mensajero químico extracelular. En el caso de las células 
endocrinas, éstas secretan hormonas, nombre derivado del griego horman, que 
significa agitar o excitar. Tanto en el caso de las hormonas como en el de los 
neurotransmisores, estos mensajeros químicos extracelulares llegan a otra célula, se 





unen a un receptor específico de la molécula, y ponen en marcha la actividad de esta 
segunda célula. 
En el hombre, en concreto, y especialmente en los procesos metabólicos del hígado, 
músculo y tejido adiposo, la regulación de los niveles de glucosa circulantes, que 
deben mantenerse próximos a 4,5 mM, requiere de la acción combinada de tres 
hormonas fundamentales –insulina, glucagón y epinefrina–. Cuando la concentración 
de glucosa en sangre es más alta de lo necesario, la insulina produce la señal en los 
tejidos correspondientes, para que el azúcar sea retirada de la circulación y convertida 
en producto de almacenamiento –glucógeno y triacilgliceroles–; el glucagón señaliza 
sobre una glucemia demasiado baja, y el/los tejido/s responden produciendo glucosa 
bien por ruptura de glucógeno o por gluconeogénesis, u oxidando grasas para reducir 
el consumo de la hexosa; y la epinefrina prepara al músculo, pulmón y corazón, para 
su actividad. 
La insulina es secretada bajo el estímulo de la glucosa sanguínea                             
–fundamentalmente–, y regula el metabolismo de los hidratos de carbono, lípidos y 
aminoácidos en numerosos tejidos; su concentración en sangre está en función de la 
de glucosa, y constituye el mensajero hormonal de la disponibilidad del azúcar. Esta 
hormona, que estimula el transporte de glucosa en el músculo y en el adipocito 
[Cushman y Warzala, 1980; Suzuki y Kono, 1993], se convierte en el elemento principal del 
mecanismo controlador del nivel de azúcar en la sangre, conduciendo su efecto 
metabólico, en  conjunto, a la regulación de la utilización y acumulación de glucosa 
por parte de los tejidos. Su importancia fisiológica es tal, que ha sido una de las 
proteínas más estudiadas; de hecho, fue la primera en ser secuenciada [Sanger, 1959], 
la primera en ser sintetizada químicamente [Katsoyannis y col., 1963], y también la 
primera proteína recombinante para uso clínico [Goeddel y col., 1979]. El primer paso en 
la acción de la insulina, una vez secretada, es la unión, en el tejido diana, a su 
receptor de membrana, cuya estructura se conoce desde 1985 [Ebina y col., 1985; Ullrich 
y col., 1985]. Este receptor es una glucoproteína integrada en la membrana celular, 
constituida por dos subunidades α y dos ß (Fig. 2), unidas entre sí por enlaces 
covalentes de tipo disulfuro. En esta unión se forman heterodímeros α–ß que, a su 
vez, están asociados por el mismo tipo de puentes disulfuro, constituyendo un 
tetrámero α2–ß2 [Czech, 1985]. El receptor de insulina se expresa en casi todos los 





tejidos de mamíferos, si bien lo hace mayoritariamente en el músculo, tejido adiposo e 
hígado [Cheatham y Kahn, 1995]. 
Cuando la insulina se une a la subunidad α de su receptor, se produce un cambio 
conformacional que resulta en la activación de la quinasa de la subunidad ß [Herrera y 
Rosen, 1986; Baron y col., 1992]; ello conduce a la transferencia de grupos fosfato desde el 
ATP a múltiples residuos de tirosina del propio receptor, y a la fosforilación de 
proteínas sustrato intracelulares (IRSs) que, en general, se relacionan con proteínas 
que contienen dominios SH2 [Taha y Klip, 1999], y cuya asociación inicia las principales 
vías de señalización celular. 
La existencia de varias proteínas IRS 
distintas, así como la de otras 
intermediarias, ofrece un sinfín de 
posibles mecanismos por los que la 
insulina puede ejercer su acción, y que 
resulta en una compleja ramificación de 
las vías de señalización de la hormona 
en células sensibles a ésta (Fig. 2). 
Todos los efectos de la insulina, sin 
embargo, son dependientes de la 
presencia de glucosa en el medio, cuyo 
proceso de captación está mediado por 
unas proteínas de membrana de 45-55 
kDa: los glucotransportadores (GLUTs). Éstos pertenecen a una familia de proteínas 
transportadoras de azúcares y de otros compuestos orgánicos [Marger y Saier, 1993; 
Brown, 2000], que tienen una amplia distribución filogenética. Existen varias isoformas 
de transportadores de glucosa, las cuales difieren entre sí en sus características 
cinéticas y especificidad de tejido.  
En el tejido adiposo y muscular, se expresa específicamente el GLUT-4 [Fukumoto y 
col., 1989], donde representa el 90% del total de glucotransportadores presentes 
[Kandror y Pilch, 1996; Kahn, 1996]; ambos tejidos son denominados sensibles a insulina, 
porque la hormona induce en ellos un aumento del transporte del azúcar, el cual, sin 









































la hexosa se produce tras la translocación desde el interior celular a la membrana 
plasmática, de vesículas membranosas con alto contenido en GLUT-4 [Zorzano y col., 
1989], deteniéndose el proceso cuando el transportador se interna de nuevo [Cushman y 
Wardzala, 1980]. La insulina [Guma y col., 1991], la contracción muscular [Lund y col., 1995] o 
su estimulación eléctrica [Roy y col., 1997], la glucosa [Goodyear y col., 1996], y agentes 
hipoglucemiantes como las sulfonilureas [Pulido y col., 1996], inducen la translocación 
del glucotransportador. En este efecto de la insulina, promotor de captación de 
glucosa por células sensibles a la hormona, parece ser clave un incremento en la 
actividad de la PI3K [Shepherd y col., 1998]; pero aunque suficiente para su inicio, no se 
consigue con ello una activación completa del transporte [Frevert y Kahn, 1997], por lo 
que algunos autores creen en la necesaria participación de una segunda ruta de 
señalización [Isakoff y col., 1995]. Así, aunque el mecanismo de translocación del   
GLUT-4 es aún desconocido, sí se ha demostrado que la PI3K puede activar otros 
enzimas como la PKB o la PKC [Litherland y col., 2001]; además, moléculas como la 
fosfolipasa C, la isoforma 1 de la fosfolipasa D o la Rab4 [Imamura y col., 2003], parecen 
también estar involucradas en el proceso. 
El GLUT-2 es la isoforma mayoritaria de los glucotransportadores en el hígado, en la 
célula ß pancreática, en el epitelio luminal del riñón y en el intestino [Thorens, 1992a; 
Thorens y col., 1988]. La homología del GLUT-2 humano con el de la rata es de un 82%, 
valor aceptable para la distancia filogenética que separa las dos especies [Kayano y col., 
1988]; su Km (42 mM) es la mayor de todos los transportadores de glucosa [Gould y col., 
1991], lo que unido a la presencia de glucoquinasa -con una Km también 
suprafisiológica- en el hígado y en la célula ß, convierte estos tejidos en altamente 
sensibles a glucosa [Unger, 1991]. Por ello, se piensa que, posiblemente, el GLUT-2 
está involucrado en la patogénesis de ciertas formas de diabetes [Johnson y col., 1990; 
Orci y col., 1990a; Orci y col., 1990b; Thorens y col., 1990a]. Algunos resultados de estudios, 
realizados en la rata, indican que el ARNm del GLUT-2 de la célula ß aumenta 
directamente con la concentración de glucosa en sangre [Chen y col., 1990], mientras 
que otros sostienen lo contrario [Koranyi y col., 1992]. También es contradictoria la 
información obtenida en el hígado del modelo de diabetes tipo 1 inducido por 
tratamiento con estreptozotocina en la rata adulta, en el que se ha detectado desde 
valores normales [Thorens y col., 1990a; Tal y col., 1991] hasta una reducción [Dombrowski y 





col., 1996] o incluso aumento [Burcelin y col., 1992; Brichard y col; 1993a; Brichard y col., 1993b; 
Villanueva-Peñacarrillo y col., 2001b], bien de los niveles de proteína del glucotransportador, 
los de su ARNm, o ambos; en caso de aumento, el tratamiento con florizina [Brichard y 
col; 1993b], vanadato [Brichard y col., 1993a] o insulina [Burcelin y col., 1992;                   
Villanueva-Peñacarrillo, 2001b] parecen normalizar esas alteraciones. 
Tres son las condiciones fundamentales que conducen a una acumulación deficiente 
de glucosa en la célula: el ayuno, la diabetes mellitus, y una dieta rica en grasas y 
pobre en carbohidratos; en la diabetes –disminución parcial o absoluta de insulina o 
acción defectuosa de ésta–, el mecanismo de acceso de la hexosa a la célula está 
alterado. No obstante, la manifestación de diabetes procede de muchas más razones 
que la mera carencia de insulina –tipo 1–; de hecho, la diabetes tipo 2, en la que su 
ausencia absoluta no es el problema, se caracteriza, en general, por el fracaso de la 
célula β para responder y compensar la resistencia a la acción de la hormona en 
tejidos participantes en el metabolismo de la glucosa, lo que aboca, con el tiempo, a la 
disfunción total y apoptosis de la propia célula –diabetes tipo 1–. La diabetes tipo 2 es 
la enfermedad metabólica más frecuente, además de la primera causa de ceguera, 
insuficiencia renal y enfermedad vascular periférica en el adulto. La resistencia a 
insulina predice su futuro desarrollo, y hay factores genéticos que determinan el 
riesgo de padecerla; sobre ello, además, se ha puesto de manifiesto la 
responsabilidad de alteraciones en lo que se conoce de la vía de señalización celular 
de la hormona (Fig. 2). De todas formas, su complejidad en células sensibles a 
insulina está por determinar y, por tanto, no se conocen del todo los factores origen de 
los defectos en su acción o secreción, que abocan al individuo a un estado diabético. 
La sobreingestión de carbohidratos y grasas, en combinación con una vida 
sedentaria, es causa de obesidad que, con frecuencia, y en un periodo variable en 
función del individuo, conduce a la aparición de resistencia a la insulina, diabetes y 
valores alterados de adipocitocinas, lo último relacionado con un incremento en 
factores de riesgo cardiovascular [Torres y col., 2008]. 
El síndrome de resistencia a la insulina está caracterizado por un deterioro en la 
capacidad de respuesta de la célula a la hormona que, por tanto, no sólo tiene como 
resultado una captación de glucosa deficiente, sino que provoca un exceso en la 
secreción de insulina. Pero la célula β no puede sostener indefinidamente una 





hiperespuesta con el fin de compensar la resistencia a la hormona, por lo que, con el 
tiempo, ello aboca a una disfunción, primero, y ulterior muerte –diabetes tipo 1– de la 
célula [Beck-Nielsen y Groop, 1994; Turner y Clapham, 1998]. La resistencia a la insulina, con 
un estado de hiperinsulinemia sostenida, está ya presente en personas, generalmente 
obesas, décadas antes de que se manifieste una diabetes tipo 2 [Lillioja y col., 1993; 
Despres y col., 1996; Smith, 1996].  
Hoy día, dos son las teorías que, mayoritariamente, tienden a explicar la aparición de 
resistencia a insulina y diabetes tipo 2. Una está basada en su posible origen inmune, 
que adjudica a la aparición o incremento de mediadores inflamatorios la 
responsabilidad e influencia perniciosa sobre el equilibrio entre el proceso de 
metabolización del azúcar –regulado por insulina y otras hormonas– y la propia 
función de la célula β. La segunda teoría es conceptualmente metabólica, y toma en 
consideración que la función del tejido se ve directamente afectada por la acción 
tóxica de un exceso de glucosa, ácidos grasos no esterificados (AGNE) y triglicéridos, 
probablemente mediado por un incremento en el estrés oxidativo [Jansson y col., 1995; 
Evans y col., 2003].  
Se ha postulado que la resistencia a la insulina se inicia en el tejido adiposo, el cual 
tendría un papel señero en la inducción y desarrollo del problema en el hígado y 
músculo [Smith, 2002]. Si tomamos como premisa que el tejido adiposo sea en realidad 
un órgano endocrino más [Kershaw y Flier, 2004], que en determinadas circunstancias 
puede liberar un exceso de ácidos grasos libres (AGL), angiotensina II y adipoquinas, 
estamos frente a factores potencialmente desestabilizantes del metabolismo. Por 
ejemplo, la concentración desproporcionada de AGL en sangre inhibe la captación de 
glucosa por el músculo [Shipp y col., 1961; Belfort y col., 2005], lo que unido a la de 
angiotensina II, provoca daños en el páncreas; y a pesar de que la célula β conserva 
actividad, ésta no es suficiente para contrarrestar la hiperglucemia originada               
–insulinoresistencia–. A ello hay que añadir el hecho de que la angiotensina II es, per 
se, un vasoconstrictor que aumenta la presión arterial; además, el factor de necrosis 
tumoral (TNF-α) y otras citoquinas (interleuquinas), en exceso, no sólo promueven 
procesos inflamatorios que reducen, aún más, la eficacia de la insulina, sino que, 
también, generan hipertensión. El exceso de glucosa y AGL circulantes son la señal 
para que el hígado sintetice triglicéridos que, finalmente, resultan en un aumento en la 





relación LDL/HDL [Jandeleit-Dahm y col., 2005; Syvanne y Taskine, 1997]. Esto, en su 
conjunto, se conoce actualmente como síndrome metabólico [Opie, 2007], y su 
diagnóstico clínico se basa en valores aumentados de grasa abdominal, glucemia en 
ayunas, presión arterial, relación HDL/LDL y triglicéridos.  
Pero si bien las causas concretas que llevan a un individuo en particular a sufrir 
resistencia a la insulina, y que lo aboca a un estado diabético, son desconocidas, sí 
se ha avanzado significativamente en el desarrollo de fármacos destinados a aquéllos 
en los que una ausencia de función de la célula β no es el problema, y que a través de 
un mecanismo u otro restablecen o mejoran, al menos temporalmente, la homeostasis 
de la glucosa. Sin embargo, durante mucho tiempo, ninguno de esos agentes 
disponibles ha sido capaz de corregir directamente, o soslayar, la resistencia a la 
insulina. Y en la búsqueda de un tratamiento subsanador del problema, la atención se 
ha dirigido, desde hace ya unos años, hacia las tiazolidinedionas, los rexinoides, el 
GLP-1, y a un homólogo de éste, la exendina-4 (Ex-4). 
Las tiazolidinedionas, o glitazonas, estimuladoras del receptor nuclear gamma 
activado por proliferadores de peroxisoma (PPAR-γ), sí mejoran el control glucémico y 
reducen los niveles plasmáticos de insulina, triglicéridos y ácidos grasos [Einhorn y col., 
2004; Rangwala y Lazar, 2004]; sin embargo, su probada implicación en numerosas 
muertes por fallo hepático ha obligado la prohibición de su uso terapéutico [Gale, 2006]. 
Los rexinoides, análogos de ácido retinoico, potencian la acción de la insulina tras su 
unión al receptor X retinoide –cofactor esencial en la función de los PPARs [Villarroya y 
col., 2004]–. Frente e estos agentes, el GLP-1 tiene unas características de secreción y 
acción que merecen el interés puesto en un estudio con fines terapéuticos, 
principalmente de la diabetes tipo 2 [Deacon, 2004].  
El GLP-1 (glucagon-like peptide-1) se origina en el proceso post-traducción de la 
molécula del proglucagón en las células L del intestino. La molécula del proglucagón 
humano, deducida de la de los nucleótidos del gen [Bell y col., 1983a], y también la de 
otros mamíferos [Bell y col., 1983a, 1983b; López y col., 1983], tiene 180 aminoácidos, veinte 
de los cuales forman el péptido señal, y el resto, la prohormona. Pero la cualidad de 
los péptidos originados del proglucagón depende del tejido de traducción [Mojsov y col., 
1986], páncreas o intestino. En las células α del páncreas, se produce, 
predominantemente, el fragmento 1-30, llamado también GRPP –péptido pancreático 





relacionado con la glicentina  [Thim y Moody, 1982]–, el 33-61 o glucagón, el 64-69 
[Yanaihara y col., 1985], el 1-61 [Baldissera y Holst, 1986], y la porción carboxi-terminal 72-
158, denominada MPGF (Major Proglucagon Fragment). En las células L del intestino, 
del proglucagón se origina, fundamentalmente, la fracción 1-69, llamada glicentina 
[Thim y Moody, 1982], la 33-69 u oxintomodulina [Bataille y col., 1982], la 78-108 o           
GLP-1(7-37) –cuya forma amidada (7-36amida) se ha denominado GLP-1–, y el   
GLP-2 o proglucagón 126-158 [Mojsov y col., 1986; Ørskov y col., 1986]. La glicentina y la 
oxintomodulina corresponden a las fracciones I y II, respectivamente, del GLI 
(glucagon-like immunoreactivity) de extractos de intestino [Valverde y col., 1970], que se 
liberan tras la administración, exclusivamente oral, de glucosa [Unger y col., 1968]. Por 
otro lado, tanto en las células α del páncreas como en las L enteroendocrinas, se 
expresa el factor de transcripción cdx 2/3, que se encarga de la regulación del gen del 
proglucagón [Jin y Drucker, 1996; Laser y col., 1996]. En el intestino, el origen del GLP-1 
parece estar condicionado a la expresión específica de tejido de las convertasas de 
prohormonas (PCs) en las células enteroendocrinas. Mientras que tanto la PC1 como 
la PC2 escinden el proglucagón para generar MPGF, glicentina y oxintomodulina 
[Rothenberg y col., 1995; Dhavantani y col., 1996], sólo la PC1 parece ser el enzima 
responsable de la producción de GLP-1 y GLP-2 [Dhavantani y col., 1996].  
Pero lo que da valor al GLP-1 es su calidad de incretina, es decir, el que su liberación 
aumente tras la absorción de nutrientes, tras lo cual actúe directamente en el 
páncreas, estimulando su secreción endocrina, concretamente la de insulina (Fig. 3). 





























El concepto incretina está muy relacionado con el de eje enteroinsular [Unger y 
Eisentraut, 1969], el cuál comprende todos los estímulos del intestino delgado que 
inciden, por distintas vías, incluida la nerviosa, en el islote de Langerhans, activando 
la liberación de sus diversas hormonas (Fig. 3). Pero este péptido natural no sólo 
estimula la secreción de insulina, además de inhibir la de glucagón, sino que también 
parece incrementar la sensibilidad a la insulina. En individuos sanos, el GLP-1 mejora 
la tolerancia a la glucosa, tanto a dosis suprafisiológicas [D'Alessio y col., 1994] como 
fisiológicas [D'Alessio y col., 1995]; y este efecto es, en parte, independiente de la 
concentración de insulina circulante, lo que en su momento sugirió su acción directa 
sobre el metabolismo del azúcar. Por otro lado, el efecto incretina del GLP-1 se 
mantiene en pacientes diabéticos tipo 2, tanto a dosis farmacológicas del péptido 
[Nauck y col., 1993c] como fisiológicas [Nauck y col., 1993b]. 
De todos los productos glucagon-like-peptide, el GLP-1 es la forma predominante en 
el intestino de varios mamíferos, incluido el hombre [Mojsov y col., 1986; Ørskov y col., 1986, 
1989; Holst y col., 1987; Kreymann y col., 1987, 1988], en los que su secuencia de 
aminoácidos no sólo es idéntica, sino coincidente con la del glucagón en la posición 
de catorce de ellos [Seino y col., 1986; Conlon, 1988; Göke y Conlon, 1988], característica a la 
que se debe su nombre –glucagon-like–; además, el GLP-1 es el mayoritario en el 
plasma, tanto en condiciones basales, [Ørskov y col., 1994] como en el incremento 
observado tras una comida mixta [Ørskov y Holst, 1987] o sobrecarga oral de glucosa 
[Kreymann y col., 1987]. Además, el aumento de inmunoreactividad al perfundir 
intraluminalmente glucosa en el íleon del cerdo [Ørskov y col., 1986] y del perro [Namba y 
col., 1990], se debe al GLP-1, cuya secreción también aumenta, respectivamente, tras 
la ingestión o infusión intraduodenal de grasas en el hombre [Takahashi y col., 1991; Elliott 
y col., 1993; Herrmann y col., 1995] y en el cerdo [Knapper y col., 1995]. 
Sin embargo, la información relativa a los niveles basales del GLP-1 en plasma, tanto 
en condiciones normales como en estados que cursan con alteraciones del 
metabolismo de la glucosa, fue durante mucho tiempo, y por lo general, controvertida; 
de hecho, mientras que algunos autores describían niveles plasmáticos 
significativamente más altos en pacientes diabéticos no dependientes de insulina que 
en sujetos sanos [Hirota y col., 1990; Ørskov y col., 1991; Fukase y col., 1993], otros sostenían lo 
contrario [Nauck y col., 1993b], todo ello debido, quizás, a la falta de disponibilidad durante 





mucho tiempo de un sistema de análisis específico. Hoy en día, los resultados son más 
consistentes, y parece no haber diferencias detectables entre sujetos normales y 
diabéticos, tipo 1 o tipo 2 [Lugari y col., 2000]. Por otro lado, varios autores afirman que la 
respuesta del péptido a estímulos está disminuida en los obesos [Verdich y col., 2001; 
Valverde y col., 2005] y diabéticos tipo 2 [Toft-Nielsen y col., 2001; Vilsbol y col., 2001], y también 
en los tipo 1, en los que esa menor liberación de GLP-1 podría estar justificada por una 
ulterior desensitización de la célula L [Lugari y col., 2000]. 
En 1987 se documentó por primera vez la capacidad del GLP-1 para estimular la 
liberación de insulina, tras ser perfundido en el páncreas del cerdo [Holst y col., 1987], y 
también infundido intravenosamente en el hombre [Kreymann y col., 1987]. Trabajos 
posteriores ampliaron la confirmación de este efecto –a concentraciones fisiológicas– 
en el páncreas aislado y perfundido del perro [Kawai y col., 1989] y de la rata [Kawai y col., 
1989; Komatsu y col., 1989; Suzuki y col., 1989; Fehmann y Habener, 1992], y en el islote aislado 
de ratón [Fridolf y col., 1991], así como su acción dependiente de la concentración de 
glucosa, tanto in vitro [Shima y col., 1988; Komatsu y col., 1989; Göke y col., 1993b] como in vivo 
[Faulkner y Pollock, 1991; Nathan y col., 1992; Nauck y col., 1993a; Qualmann y col., 1995]. Además, 
se supo que el GLP-1: a) estimula la transcripción del gen de la insulina (Fig. 4),         
b) induce su acumulación en los gránulos secretores de células de líneas tumorales 
pancreáticas [Drucker y col., 1987; Fehmann y Habener, 1992], c) propicia la proliferación de 
las células β y la neogénesis del islote pancreático [Buteau y col., 2003; Drucker, 2003], d) 
que su acción insulinotrópica es más potente que la del GIP [Kreymann y col., 1987; Siegel y 
col., 1992], si bien ambos participan en el efecto incretina [Nauck y col., 1993a], y e) que 
también actúa directamente en el estómago, donde inhibe la secreción ácida [Schjoldager 
y col., 1989; O'Halloran y col., 1990; Wettergren y col., 1993] y enlentece su vaciamiento 
[Wettergren y col., 1993; Willms y col., 1996]. 
Por otro lado, parece que el GLP-1 tiene acción sobre el sistema nervioso central, 
puesto que, en el cerebro de la rata (Fig. 4), no sólo estimula la secreción de 
glutamina, ácido glutámico [Mora y col., 1992] y aspártico [Calvo y col., 1995a], sino que 
puede intervenir en el control de la ingestión de alimentos, generando sensación de 
saciedad [Navarro y col., 1996; Turton y col., 1996; Blázquez y col., 1998; Flint y col., 1998; Rodríguez 
de Fonseca y col., 2000]; además, la expresión del gen del receptor del GLP-1 posibilita el 
efecto del péptido sobre el metabolismo de la glucosa en el cerebro [Álvarez y col., 2005]. 





La investigación constante sobre las propiedades del GLP-1 ha sacado a la luz otros 
efectos que no están directamente relacionados con el metabolismo de la glucosa. De 
hecho, se ha propuesto al GLP-1, y a análogos con capacidad de unión a su receptor 
cerebral [Goke y col., 1995], y de acción más prolongada, como posibles agentes 
terapéuticos en la enfermedad de Alzheimer y en otros procesos neurodegenerativos 
del sistema nervioso central y periférico [Larsen y Holst, 2005]. Esta última propiedad del 
péptido está basada en su demostrada acción neurotrófica en células neuronales en 
cultivo [Perry y col., 2002] –a las que protege contra la apoptosis inducida por glutamato, y 
contra el daño oxidativo– y en su capacidad para modificar el proceso del precursor de 























































































Figura 4. Paralelismos entre la acción de la Ex-4 y el GLP-1
CO2 & H2OIPG





dosis, los niveles de la propia proteína [Perry y col., 2003]. En relación a esto, se ha 
documentado, en ratones, que el GLP-1 es un potente neuroprotector, y su receptor 
cerebral ha sido relacionado con el aprendizaje, puesto que aquellos animales con 
sobrexpresión del mismo en el hipocampo muestran una mayor capacidad de 
memorización [During y col., 2003]. Últimamente, además, se ha demostrado, en células 
mesenquimales de médula ósea humana, que el GLP-1 propicia la proliferación celular, 
es citoprotector, y que inhibe su diferenciación a adipocitos, lo cual indica un potencial 
terapéutico de esta hormona para combatir la hiperplasia de células adiposas asociada 
a la obesidad [Sanz y col., 2010].  
Las características del efecto antidiabético del GLP-1 [Gutniak y col., 1992] dieron lugar a 
intuir su acción directa sobre el metabolismo de la glucosa [D’Alessio y col., 1994; 1995]; y 
los distintos hallazgos impulsaron la búsqueda de receptores específicos, no sólo en 
el páncreas, sino también en otros tejidos participantes en la homeostasis del azúcar. 
En relación a ello, se detectó y caracterizó una unión específica del péptido, amidado 
[Göke y Conlon, 1988; Ørskov y Nielsen, 1988; Valverde y col., 1991] y no amidado [Fehmann y 
Haberner, 1991], en células pancreáticas de insulinoma de rata de la línea RINm5F, que 
no sólo no era desplazable por glucagón, GLP-2 o GIP [Philippe y col., 1986; Göke y 
Conlon, 1988; Ørskov y Nielsen, 1988; Fehmann y Haberner, 1991], sino que también parecía 
estar asociada a un aumento en la producción de AMPc [Drucker y col., 1987; Göke y 
Conlon, 1988], sin modificación de los niveles de calcio [Göke y col., 1989]. El receptor para 
GLP-1 en esa línea de células β está constituido por una proteína monomérica de    
63 kDa de peso molecular [Göke y col., 1989] que, por técnicas de estudios de unión, 
también se identificó en células pancreáticas normales de rata [Valverde y col., 1991]. 
Mediante hibridación y clonaje, se dedujo su estructura [Thorens, 1992], que resultó 
tener 463 aminoácidos, y de la que se supo pertenece a la familia de receptores con 
siete hélices transmembrana acoplados a proteínas G, que incluye los de secretina, 
VIP (péptido intestinal vasoactivo), calcitonina, GHRH (hormona liberadora de la 
hormona de crecimiento), PTH (hormona paratiroidea) y glucagón [Jelinek y col., 1993], 
entre otros. 
En tejidos extrapancreáticos participantes en el metabolismo de la glucosa, como el 
adiposo de la rata [Valverde y col., 1993] y del hombre –normal [Mérida y col., 1993] y 
diabético [Villanueva-Peñacarrillo y col., 1994b]–, también se describió la presencia de 





receptores específicos para GLP-1 (Fig. 4), poco después de que hubiera sido 
documentado, en adipocitos aislados de rata, su efecto lipolítico y estimulador de la 
concentración intracelular de AMPc [Ruiz-Grande y col., 1992]. Los receptores para GLP-1 
también están presentes en el hígado [Wheeler y col., 1993; Campos y col., 1994; Egan y col., 
1994; Villanueva-Peñacarrillo y col., 1995] y en el músculo esquelético de la rata [Wheeler y 
col., 1993; Egan y col., 1994; Delgado y col., 1995], tejidos en los que parece ser estructural 
y/o funcionalmente distinto del pancreático [Thorens, 1992], puesto que no propicia la 
producción de AMPc [Valverde y col, 1994; Villanueva-Peñacarrillo y col, 1994a; Morales y col., 
1997; Yang y col., 1998]. También se han detectado receptores para GLP-1 en las 
glándulas oxínticas del estómago [Uttenthal y Blázquez, 1990], en el pulmón [Lankat-
Buttgereit y col., 1994] y, como se ha dicho, en el cerebro [Uttenthal y col., 1992; Calvo y col., 
1995b; Álvarez y col., 1996, 2005; Navarro y col., 1996]. Además, muy recientemente se ha 
documentado la presencia de receptores específicos para GLP-1 en una línea celular 
de osteoblastos, no asociados al sistema adenilato ciclasa AMPc [Nuche-Berenguer y col., 
2010a], y también se ha demostrado que el GLP-1 tiene acción osteogénica en la rata, 
no sólo en estado normal sino también en el hueso determinado de un modelo 
experimental de resistencia a insulina y en otro de diabetes tipo 2 [Nuche- Berenguer y 
col., 2009] 
En el tejido adiposo de la rata (Fig. 4), sin embargo, el GLP-1 no sólo estimula la 
lipolisis sino también la lipogénesis [Ruiz-Grande y col., 1992; Perea y col., 1997], la síntesis 
de glucógeno –a través de la activación de la glucógeno sintasa–, y el transporte, 
oxidación y utilización de glucosa [Perea y col., 1997; Sancho y col., 2005], efectos, varios 
de ellos, adicionalmente descritos en el hígado [Valverde y col., 1994; Morales y col., 1997] y 
en el músculo esquelético [Villanueva-Peñacarrillo y col., 1994a]. Además, el GLP-1 
mimetiza a la insulina en su efecto estimulador sobre la generación de 
inositolfosfoglicanos (IPGs) –un segundo mensajero en la acción de ésta– en una 
línea celular de miocitos en cultivo, la BC3H-1 [Galera y col., 1996], en otra de hepatoma 
humano, la HepG2 [Trapote y col., 1996], y en adipocitos y hepatocitos aislados de rata 
[Márquez y col., 1998]; también es mimético de la acción de la insulina en el tejido 
adiposo [Oben y col., 1991; Egan y col., 1994; Miki y col., 1996; Wang y col., 1997a], en el 
músculo abdominal de ratón [O´Harte y col., 1997], y en distintas líneas de células 
musculares en cultivo [Yang y col., 1998].  





En la actualidad, se dispone de amplia documentación sobre importantes efectos 
positivos del GLP-1 en relación al metabolismo primordial de tejidos 
extrapancreáticos, pero hasta ahora no se ha podido definir su receptor en ellos; sin 
embargo, sí se tiene algún conocimiento sobre su mecanismo de señalización celular. 
De hecho, se sabe que el GLP-1 estimula la actividad de la PKB, p42/44 MAPKs, 
PI3K y p70s6k en hepatocitos y músculo esquelético de rata [Redondo y col., 2003; 
Acitores y col., 2004], en miotúbulos humanos en cultivo primario [González y col., 2005a], y 
en el adipocito de la rata y del hombre [Sancho y col., 2005]; también, se ha 
documentado que activa la p38MAPK, ERKs (extracellular regulated kinases), y la 
PI3K y PKC ζ en células de insulinoma [Buteau y col., 2001] y en las CHO transfectadas 
con el receptor pancreático del GLP-1 [Montrose-Rafizadeh y col., 1999]. De los enzimas 
estudiados en los distintos tejidos extrapancreáticos, se sabe que la PI3K/PKB, PKC y 
PP-1, pero no la PP-2A, son posibles mediadoras en el incremento en el transporte de 
glucosa y/o actividad glucógeno sintasa a inducido por GLP-1 en el hepatocito 
[Redondo y col., 2003]; y también las MAPKs, pero no la PP-1, en el músculo esquelético 
[Acitores y col., 2004] de rata, y la p70s6k en miocitos humanos [González y col., 2005a]. 
La acción directa del GLP-1 sobre el metabolismo de la glucosa en tejidos 
extrapancreáticos concuerda, además, con resultados de estudios in vivo, en los que 
el tratamiento de la rata con el péptido durante 48 horas mejora la intolerancia a la 
glucosa que aparece con el envejecimiento [Wang y col., 1997b]. Además, el GLP-1 
regula, a nivel traduccional o post-traduccional, la expresión del GLUT-2 y GLUT-4 en 
hígado, músculo y tejido adiposo (Fig. 4) de la rata normal y diabética [Villanueva-
Peñacarrillo y col., 2001b]; y se ha demostrado que, en el perro, el GLP-1 incrementa la 
utilización de glucosa en el hígado, que la consecución de su efecto requiere su 
infusión prolongada, y que éste es aditivo al de la insulina, independientemente de la 
vía de administración [Dardevet y col., 2004].  
La propuesta de utilización del GLP-1 como agente terapéutico en la diabetes tipo 2 
[Gutniak y col., 1992] no sólo viene reforzada por lo anterior, sino también por el hecho de 
que el carácter antidiabético del GLP-1 es evidente tras su inyección subcutánea en 
estos pacientes [Gutniak y col., 1994], en los que, sea o no amidado, tiene, además, 
efecto insulinotrópico [Elahi y col., 1994]. Pero una vez en el torrente sanguíneo, el   
GLP-1 es degradado por dipeptidil peptidasa IV (DPP-IV), lo que hace que su vida 





media sea inferior a dos minutos [Kieffer y col., 1995; Deacon y col., 1995; Holst y Deacon, 
1998]; luego, si bien se han puesto grandes expectativas en él como agente 
terapéutico en la diabetes tipo 2, ese inconveniente obliga a que su administración 
sea casi continua o muy frecuente. Aunque la eliminación de este obstáculo no ha 
dejado de ser estudiada por distintos laboratorios –una propuesta inicial había sido su 
administración como tableta inserta en la mucosa bucal [Gutniak y col., 1997]–, también 
se están investigando las propiedades de otros posibles agentes antidiabéticos, como 
es el caso de la exendina 1-39amida, o exendina-4 (Ex-4), que posee muchos de los 
beneficios fisiológicos y farmacológicos del GLP-1, sin mostrar, en principio, esa 
desventaja antes mencionada. 
La Ex-4 es la forma natural de la Exenatide® –exendina-4 sintética–, utilizada hoy día 
en la terapia de la diabetes, sola o en combinación con otros hipoglucemiantes orales 
[Iltz y col., 2006]. Fue originariamente aislada de la saliva del lagarto Heloderma 
Suspectum, comúnmente llamado Monstruo de Gila [Eng y col., 1992]. Su liberación se 
produce tras morder a su presa –ingestión de alimentos–, y representa el primer 
ejemplo de una hormona endocrina secretada por una glándula salival [Young, 2002]. 
Se desconoce si la Ex-4 tiene un papel en la homeostasis calórica de este lagarto, 
pero sí parece que participa en la regulación de su motilidad intestinal [Christel y col., 
2007]. Su secuencia de aminoácidos tiene un 53% de homología con la del GLP-1  
(Fig. 3), pero procede de la transcripción de un gen distinto y no de un homólogo del 
gen del proglucagón mamífero [Chen y Drucker, 1997]. En los mamíferos, este péptido es 
resistente a degradación por DPP-IV y, quizás por ello, tiene una vida media mayor 
que la del GLP-1. Pero la Ex-4 no es un análogo del GLP-1, es decir, la estructura de 
la molécula sintética, Exenatide®, no ha sido obtenida por modificación de la 
secuencia del GLP-1. Sin embargo, la Ex-4 y el GLP-1 comparten muchos de sus 
efectos glucoreguladores (Fig.4), los cuales pueden estar mediados, entre otros, por 
el receptor pancreático del GLP-1 [Göke y col., 1993a]. Las acciones glucoreguladoras de 
la Ex-4 incluyen la insulinotrópica dependiente de glucosa [Young y col., 1999; Parkes y 
col., 2001; Egan y col., 2002; Kolterman y col., 2003], que incluso propicia la reaparición de la 
primera fase de secreción en diabéticos tipo 2 –inicialmente disminuida en estos 
pacientes [Fehse y col., 2004]–, la supresión de la de glucagón [Kolterman y col., 2003], la 
deceleración del vaciamiento gástrico [Kolterman y col., 2003; Young y col., 1999] –que 





puede estar paradójicamente acelerada en sujetos diabéticos [Rayner y col., 2001]–, y su 
efecto reductor sobre la cantidad de alimentos a ingerir [Bhavsar y col., 1998; Szayna y col., 
2000]. Además, la Ex-4, como el GLP-1, promueve la proliferación de la célula β y 
neogénesis del islote pancreático desde células precursoras (Fig. 4), tanto in vitro 
como in vivo [Xu y col., 1999; Tourrel y col., 2001, Tourrel y col., 2002]. Estas acciones 
glucoreguladoras de la Ex-4, combinadas con sus ventajas farmacocinéticas, le 
confieren como resultado un mayor potencial in vivo respecto al GLP-1 nativo [Young y 
col., 1999; Greig y col., 1999]. 
Si bien las propiedades farmacocinéticas ventajosas de la Ex-4 han impulsado su 
pronta comercialización y utilización como fármaco en estados de homeostasis de 
glucosa alterados, no son muchos los trabajos de investigación dirigidos hacia el 
conocimiento de sus acciones, y características, en los distintos tejidos 
mayoritariamente participantes en la metabolización del azúcar y lípidos. 
No obstante, hasta la fecha se sabe que (Fig. 4), en el tejido adiposo, la Ex-4 y su 
forma truncada, la Ex-9 (exendina 9-39amida), mimetizan al GLP-1 y a la insulina en 
su acción estimuladora sobre el transporte de glucosa y sobre la lipogénesis en el 
adipocito de la rata normal [Sancho y col., 2005]; sin embargo, sólo la Ex-4 es también, 
como el GLP-1, lipolítica, y estos efectos de las exendinas están mediados por 
distintas quinasas [Sancho y col., 2005]; además, la acción estimuladora de la Ex-4 sobre 
el transporte de glucosa en el adipocito, se mantiene en un modelo de diabetes tipo 2, 
inducida en la rata con estreptozotocina al nacer [Sancho y col., 2005]. En el tejido 
adiposo del hombre, la Ex-4, como el GLP-1, pero no la Ex-9, estimula la captación de 
glucosa con la misma eficiencia que la insulina; y en el obeso mórbido [Sancho y col., 
2007], como el GLP-1, no modifica el transporte de glucosa basal, y su efecto sobre la 
lipolisis también es menor que en situación normal; sin embargo, la acción sobre la 
lipogénesis tanto de la Ex-4 como de la Ex-9, y la de la insulina, está realmente 
aumentada, incluso por encima, sobre todo en el caso de la insulina, respecto al 
sujeto normal. Además, la Ex-4, pero no su forma truncada, mimetiza al GLP-1 en sus 
efectos sobre el metabolismo de la glucosa en el hígado y músculo esquelético de la 
rata, a través de un incremento en la actividad glucógeno sintasa a, síntesis de 
glucógeno y oxidación y utilización de la glucosa [Alcántara y col., 1997]. Por otro lado, y 
sin embargo, en el músculo del hombre, ambas, la Ex-4 y la Ex-9 estimulan el 





metabolismo del azúcar [Luque y col., 2002] y, también como el GLP-1, la actividad de 
diversas quinasas, participantes, algunas de ellas, en esta acción [González y col., 2005a, 
2005b].  
Resultados muy recientes demuestran que la Ex-4, como el GLP-1, tiene una clara 
acción osteogénica en la rata (Fig. 4), no sólo en estado normal sino también en el 
hueso deteriorado de un modelo experimental de resistencia a insulina y en otro de 
diabetes tipo 2 [Nuche-Berenguer y col., 2010b]; en este caso, sin embargo, no parece que 
la Ex-4 esté utilizando el mismo receptor del GLP-1, cuya presencia y características 
han sido descritos en una línea de osteoblastos [Nuche-Berenguer y col., 2010a]. 
Las propiedades glucoreguladoras del GLP-1 y también antidiabéticas de la Ex-4 
están ampliamente demostradas; sin embargo, la estrategia terapéutica de ambos ha 
sido diseñada, de una manera u otra, en base bien sólo a las peculiaridades 
estructurales de su molécula y/o a la manifestación ulterior de su efecto, con lo que el 
control de sus condiciones de utilización no está del todo conseguido. Pero lo anterior 
pasa, necesariamente, por la consecución del total conocimiento, aun por dilucidar, de 
sus características de acción en tejidos, no sólo los que sin duda participan en la 
regulación global del metabolismo de la glucosa, sino también otros, aparentemente 
no implicados, pero que de hecho muestran un patrón alterado en situaciones de 















La exendina-4 (Ex-4) es un péptido de origen natural no mamífero, parcialmente 
homólogo  al GLP-1 (glucagon like peptide-1) –incretina insulinotrópica dependiente 
de glucosa y antidiabética independiente de insulina–. El GLP-1 y la Ex-4 comparten 
no sólo su efecto antidiabético sino también varias de sus acciones sobre el 
metabolismo de la glucosa, lípidos y óseo, en tejidos extrapancreáticos que, en el 
caso del GLP-1, son ejercidas a través de receptores específicos, distintos, en 
estructura y/o función, a su receptor pancreático. 
En este trabajo se ha pretendido conocer las características de la acción prolongada 
de la Ex-4, respecto a las del GLP-1, sobre parámetros relacionados con el 
metabolismo de la glucosa del hígado, músculo y tejido adiposo, en estados de 
resistencia a insulina y diabetes tipo 2. 
En concreto, hemos estudiado en la rata normal, y en un modelo experimental de 
resistencia a insulina y otro de diabetes tipo 2, el efecto del tratamiento continuado 
con Ex-4 y GLP-1, sobre… 
 Expresión del glucotransportador GLUT-2 y otros parámetros relacionados 
 con el metabolismo hepático de la glucosa, y también la actividad de 
 distintos enzimas participantes en sus mecanismos de acción celular. 
 Expresión del glucotransportador GLUT-4 y otros parámetros relacionados 
 con el metabolismo de la glucosa del músculo esquelético, y también la 
 actividad de distintos enzimas participantes en sus mecanismos de acción 
 celular. 
 Expresión del glucotransportador GLUT-4 y otros parámetros relacionados 
 con el metabolismo de la glucosa del tejido adiposo, y también la 










MATERIALES y MÉTODOS 
1. MUESTRAS de ESTUDIO 
Para este trabajo se ha utilizado el plasma, el hígado, el músculo esquelético y la 
grasa epididimaria de la rata Wistar macho normal (N) y de dos modelos 
experimentales, uno de resistencia a insulina (RI) y otro de diabetes tipo 2 (DT2). 
Todos los animales procedían del bioterio de la Fundación Jiménez Díaz, y estaban 
alimentados ad libitum con pienso estándar (UAR Panlab, Barcelona, España) y agua. 
1.1. Modelo experimental de resistencia a insulina (RI) 
Se generó por libre exposición de la rata, de 8 semanas de edad, a fructosa en el 
agua de bebida (20% p/v) durante 65 días [Cancelas y col., 2008]. Tras ello, se determinó 
el nivel de resistencia adquirido, mediante un clamp euglucémico/hiperinsulinémico, 
que consiste en la estimación de la demanda de glucosa intravenosa para el 
mantenimiento de una glucemia basal estable, en situación de hiperinsulinemia 
constante. Con este protocolo de sobrealimentación con fructosa, al menos un 90% 
de las ratas tratadas desarrollan resistencia a la insulina. Cabe aclarar, no obstante, 
que la validación del modelo hubo de hacerse previamente en otro grupo de ratas no 
destinadas a ser incluidas en el estudio, porque la propia aplicación del procedimiento 
implica la muerte del animal en el último tramo.  
1.2. Modelo experimental de diabetes tipo 2 (DT2) 
Se generó en la rata neonata por inyección de estreptozotocina (STZ), agente de 
conocida acción citotóxica, altamente específica para la célula ß pancreática [Junod y 
col. 1967, Portha y col. 1979]. 
Reactivos 
Estreptozotocina, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EEUU 
Citrato sódico, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EEUU 
Procedimiento 
Se preparó una disolución de STZ en citrato sódico 0,05 M, a una concentración de 
20 mg/ml y un pH de 4,5, que se inyectó al animal en una única dosis (100 mg/Kg de 
peso), intraperitonealmente, el día del nacimiento. Transcurridas 8-10 semanas, se 





midió en cada rata el coeficiente de utilización de glucosa (K), que se estima, tras una 
sobrecarga intravenosa de la hexosa, según la relación [Ln2/(T½-T0)]x100, en la que 
T0 es el minuto en el que la glucemia alcanza el valor máximo, y T½ es el tiempo en el 
que ese valor máximo ha descendido, o descendería, a la mitad. Aquellos animales 
que presentaban un valor de K inferior a 2,5x10-2 min-1, fueron considerados 
diabéticos, y se utilizaron para el estudio correspondiente no más tarde de una 
semana después. 
2. AGENTES en ESTUDIO 
En este trabajo se ha utilizado GLP-1 (glucagon-like peptide 1), derivado de la molécula 
del proglucagón, y exendina-4 (Ex-4), homólogo del anterior en un 53% de su estructura; 
además, también se ha incluido insulina, de rata y porcina.  
GLP-1(7-36) amida, ó proglucagón (78-107) amida [GLP-1], Bachem AG, 
Bubendorf, Suiza 
Exendina 1-39 amida [Ex-4], Bachem AG, Bubendorf, Suiza 
Insulina porcina, Novo Biolabs, Bagsvaerd, Dinamarca 
Insulina de rata, Linco, Missouri, EEUU 
3. TRATAMIENTO de la RATA con GLP-1 y Ex-4 
Con el fin de estudiar el efecto de la acción prolongada de GLP-1 y Ex-4 sobre 
distintos parámetros relacionados con el metabolismo de la glucosa en tejidos 
extrapancreáticos, se utilizó, como vía de administración, una bomba osmótica 
implantada subcutáneamente en la rata, según protocolo descrito anteriormente por 
nuestro laboratorio [Villanueva y col, 1995]. Como control del tratamiento, en ratas de los 
mismos grupos experimentales, se implantó, en paralelo, una bomba cargada con 
suero salino.  
Materiales 
GLP-1 (7-36) amida (GLP-1), Bachem AG, Bubendorf, Suiza 
Exendina 1-39 amida [Ex-4], Bachem AG, Bubendorf, Suiza 
Bomba osmótica mod. ALZET 1003D, Alza Corp., Palo Alto, EE.UU 
Seda quirúrgica 2/0, B. Braun Surgical S.A., Barcelona, España 
NaCl al 0,9% (Salino), B. Braun Medical S.A., Barcelona, España 
Ácido etilendinitrilotetraacético (EDTA) al 10% en H2O 
Heparina 1%, Rovi S.A., Barcelona, España 
Centrífuga BECKMAN CS-6R, Beckman Instruments Inc., Palo Alto, CA, EE.UU 






A cada grupo de ratas –normales (N), resistentes a insulina (RI) y diabéticas tipo 2 
(DT2)–, se implantó subcutáneamente, en la región interescapular, una bomba 
osmótica cargada con GLP-1 a la concentración de 2,06x10-4 M, o con Ex-4 a la 
concentración de 2,40x10-5 M, ambos disueltos en salino, que se irían liberando a un 
ritmo de 1 µl/h (según la información del fabricante), para el mantenimiento de los 
niveles circulantes de cada péptido en, aproximadamente, 10-9 M. A las 72 horas de 
implantación de la bomba, se sacrificó al animal. En ese momento, se recogió: 1) el 
hígado, que se conservó a -70ºC hasta su utilización en los distintos protocolos de 
estudio; 2) la pareja de músculos sóleos, de los cuales, uno también se mantuvo a           
-70ºC –medida de expresión de glucotransportadores y de actividad de enzimas de 
señalización celular (M&M, 5 y 6)–, y el otro se utilizó directamente en el estudio de 
transporte de glucosa y glucógeno sintasa a (M&M, 8 y 10). Además, una mitad del 
total de la grasa epididimaria se conservó a -70ºC (M&M, 5 y 6), y la otra se sometió, 
directamente, al aislamiento de sus adipocitos (M&M, 7).  
De todas las ratas, se tomó una muestra de sangre de aproximadamente 1 ml, antes y 
después del tratamiento. La sangre se recogió en tubos que contenían 25 µl de EDTA, 
o heparina, y 500 Uic (unidades inhibidoras de calicreína) de Trasylol; el plasma se 
separó de la fracción celular por centrifugación (15 minutos, 2500 rpm, 4ºC), y se 
conservó a -20ºC para la posterior determinación de la concentración de parámetros 
relacionados con el metabolismo del azúcar (M&M, 4). 
4. DETERMINACIÓN de PARÁMETROS en PLASMA 
En las muestras de sangre obtenidas antes y después de cada tratamiento, se 
determinó la concentración de glucosa e insulina. 
Reactivos 
125I-insulina, obtenida por el método de la cloramina-T  
Disoluciones patrón de insulina de rata, Linco, Missouri, EEUU 
Suero de cobaya anti-insulina GP-25, producido en nuestro laboratorio 
Glicina, Merck, Darmstadt, Alemania 
Carbón activado Norit CA 1, Sigma, St. Louis, MO, EEUU 
Dextrano T70, Pharmacia, Uppsala, Suecia 
Analizador de glucosa 2, Beckman, Galway, Irlanda 





La glucosa se valoró por el método de la glucosa oxidasa. La insulina se midió por 
radioinmunoanálisis, utilizando 125I-Insulina como trazador radiactivo y un suero anti-
insulina porcina producido en cobaya (ambos desarrollados en nuestro laboratorio), e 
insulina de rata como estándar de referencia; la separación del complejo antígeno-
anticuerpo del antígeno libre se realizó por tratamiento con una mezcla de carbón-
dextrano [Herbert y col, 1965], todo ello según procedimiento general de análisis 
previamente descrito por nuestro laboratorio [Valverde y col. 1988].  
5. ESTUDIO de actividad de ENZIMAS de SEÑALIZACIÓN CELULAR 
En crudo de membranas de los tejidos en estudio, se determinó la actividad de la 
PI3K –formación de PIP3– y el grado de fosforilación de las MAPKs, por ser éstas 
enzimas punta de lanza en mecanismos de acción hormonal.. 
Material  
Yunque y martillo, y vástago de teflón 
Politrón, Ultra-turrax T8, Ika-Werke, Alemania. 
Centrífuga Beckman GS-15R, Beckman Instruments Inc., Palo Alto, CA, EE.UU. 
Centrífuga Beckman GS-6R, Beckman Instruments Inc., Palo Alto, CA, EE.UU. 
Reactivos 
Fluoruro de fenil sulfonil metano (PMSF), Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, 
EE.UU. 
Sacarosa, E. Merck, Damstadt, Alemania. 
Tris/HCl, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EE.UU. 
MgCl2, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EE.UU. 
ß-mercaptoetanol, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EE.UU. 
EGTA, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EE.UU. 
Na3VO4, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EE.UU. 
Na4P2O7, E. Merck, Damstadt, Alemania. 
NaF, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EE.UU. 
Leupeptina, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EE.UU. 
Pepstatina A, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EE.UU. 
2-propanol, E. Merck, Darmstadt, Alemania. 
Triton X-100, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EE.UU. 
Medios 
PMSF: PMSF 20 mM en 2-propanol. 
Solubilización (MS): sacarosa 250 mM, tris/HCL 20 mM, MgCl2 2,5 mM, β-
mercaptoetanol 50mM, EGTA 1,2 mM, Na3VO4 1mM, Na4P2O7 5 mM, NaF 50 mM, 
leupeptina 2 µM, Pepstatina 2 µM y PMSF 20 mM, pH 7,4, con 1 % tritón X-100. 
Procedimiento 
De los tres tejidos de estudio de cada animal –hígado, músculo y grasa epididimaria–, 
conservados a -70ºC, se tomó 500 mg en el caso del hígado, un músculo sóleo de 





cada pareja y uno de los dos paquetes de grasa. Todas las muestras se sometieron a 
homogeneización en MS, bien con vástago de teflón, o politrón [Weinstein, 1994; Arnold, 
1993]. Los triturados de hígado y músculo se centrifugaron, respectivamente, a 15.000 
y 9.000 g, y a 4ºC, para recuperar tras ello el sobrenadante –crudo de membranas 
plasmáticas–. En el caso del tejido adiposo, éste se sometió inicialmente a 1.810 g, y 
el infranadante se centrifugó a 13.000 g, descartándose el sedimento. De todos los 
preparados de crudo de membranas, se retiró un pequeño volumen (10µl) para la 
determinación del contenido en proteínas totales [Bradford, 1976]; el resto se conservó a 
-70ºC hasta el estudio de su actividad en enzimas de señalización celular –PI3K, 
como formación de PIP3, y MAPKs, como la forma fosforilada respecto a la total–.  
5.1. PI3K 
Se estimó como la fosforilación de PIP2 a PIP3 en inmunoprecipitados de p85 obtenidos 
por tratamiento de cada muestra con anti-PI3-quinasa p85 y posterior acoplamiento a 
Proteína-A-agarosa, y en presencia de ATP y fosfatidilinositol/fosfatidilserina como 
sustrato. El procedimiento, aparte de la inicial inmunoprecipitación de la fracción p85 de 
la muestra, incluyó la reacción de ésta con [γ32P] ATP en presencia del sustrato, la 
extracción de los lípidos formados, la separación de éstos por cromatografía, y la 
identificación y cuantificación del PIP3 formado. 
i) Inmunoprecipitación 
Se realizó en cada crudo de membranas del tejido correspondiente (M&M, 5), por 
reacción de un anticuerpo contra la subunidad reguladora del enzima PI3K –la p85–, y 
aislamiento posterior del complejo formado, por acoplamiento a Proteína-A-agarosa. 
Material: Centrífuga BECKMAN GS-15R, Beckman Instruments Inc., Palo Alto, CA, 
EE.UU. 
Reactivos 
Triton X-100, Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO, EE.UU. 
Tris(hidroximetil) aminometano (Tris-base), Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO, 
EE.UU. 
NaCl, Panreac Química S.A., Barcelona, España. 
KCl, E. Merck, Darmstadt, Alemania. 
Na2HPO4, E. Merck, Darmstadt, Alemania. 
KH2PO4, E. Merck, Darmstadt, Alemania. 
Ácido etilén-diaminotetraacético (EDTA), E. Merck, Darmstadt, Alemania. 
LiCl, E. Merck, Darmstadt, Alemania. 
Anti-PI3-Kinase p85 (antisuero de conejo), Upstate Biotechnology, Lake Placid, NY, EE.UU. 
Proteína A-agarosa, Boehringer Manheim, Barcelona, España. 






Solubilización (MS): descrito en el apartado 5 de este capítulo. 
PBS (phosphate-buffered saline): NaCl 137 mM, KCl 2,7 mM, Na2HPO4 6,3 mM, 
KH2PO4 1,3 mM, pH 7,4. 
Disolución I: Triton X-100 1%, PBS 1x. 
Disolución II: Tris-base 0,1 M, EDTA 1 mM, LiCl 0,5 mM. 
Disolución III: Tris-base 5 mM, NaCl 100 mM, EDTA 1 mM. 
Procedimiento 
Se siguió el orden de pasos que se detallan a continuación: 
100-500 µg de proteína del crudo de membranas (M&M, 5), ajustada su concentración a 
100 µg/ml con medio de solubilización, en tubo Eppendorf. 
Adición de 10 µl de suero anti-p85, diluido 1:10, por cada ml de disolución de proteína, e 
incubación a 4ºC durante 16 horas. 
Adición de 50 µl de Proteína-A-agarosa por ml, e incubación a 4ºC durante 2 horas. 
Centrifugación a 15.000 g, a 4ºC, 10 segundos, y eliminación del sobrenadante. 
Lavado de los inmunoprecipitados, en el siguiente orden y manera:  
• 1 ml de disolución I. Centrifugación a 15.000 g, a 4ºC, 10 segundos, y desechado del 
sobrenadante.  
• 1 ml de disolución II. Centrifugación a 15.000 g, a 4ºC, 10 segundos, y desechado del 
sobrenadante. 
• 1 ml de disolución III. Centrifugación a 15.000 g, a 4ºC, 10 segundos, y desechado del 
sobrenadante. 
Determinación de la actividad PI3K (formación de PIP3). 
ii) Formación de PIP3 
Se induce en el inmunoprecipitado p85 de cada muestra (M&M, 5), a partir del sustrato 
fosfatidilinositol/fosfatidilserina añadido, y en presencia de ATP. 
Reactivos 
HEPES, Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO, EE.UU. 
EDTA, E. Merck, Darmstadt, Alemania. 
Fosfatidilinositol, Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO, EE.UU. 
Fosfatidilserina, Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO, EE.UU. 
MgCl2•6H2O, E. Merck, Darmstadt, Alemania. 
EGTA, Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO, EE.UU. 
ATP, Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO, EE.UU. 
[γ32P] ATP (10µCi/µl), Amersham Life Science, Buckinghamshire, Inglaterra. 
Medios 
Solvente del sustrato (SS): HEPES 25 mM con EDTA 1 mM, en agua. 
Sustrato (preparación): 1 mg de fosfatidilinositol/1 ml SS y 1,2 mg 
fosfatidilserina/1,2 ml SS. Combinar ambas disoluciones a partes iguales (v/v), y 
sonicar la mezcla hasta que la disolución pase de turbia a translúcida. Proteger de 
la luz y conservar a 4ºC.  





Mezcla de reacción: HEPES 12,5 mM, MgCl2•6H2O 10 mM, EGTA 0,5 mM, ATP 40 
µM, [γ32P] ATP (5 µCi/nmol). 
Procedimiento 
A cada inmunoprecipitado (M&M, 5.1.), se añade 25 µl de sustrato; y tras incorporar un 
mismo volumen de mezcla de reacción, el conjunto se mantiene a temperatura ambiente 
durante 20 minutos con agitación periódica. A continuación, se procede a la extracción 
de los lípidos formados. 
iii) Extracción y separación de lípidos 
El fin último es el de la recuperación del PIP3, que se consigue por tratamiento de la 
muestra con un medio orgánico. 
Material 
Centrífuga BECKMAN GS-15R, Beckman Instruments Inc., Palo Alto, CA, EE.UU. 
Sistema evaporador-concentrador Speed Vac Concentrator, Savant Instrument Inc., 
Hicksville, NY, EE.UU. 
Reactivos  
Cloroformo, Scharlau S.A., Barcelona, España. 
Metanol, Scharlau S.A., Barcelona, España. 
HCl, Panreac Química S.A., Barcelona, España. 
EDTA, E. Merck, Darmstadt, Alemania. 
Medios 
Cloroformo/metanol/HCl (1/2/1, v/v). 
100 mM HCl en metanol. 
100 mM en metanol/EDTA 2,5 mM (1/1, v/v). 
Procedimiento 
Adición, por el siguiente orden, de: 
400 µl de cloroformo/metanol/HCl (1/2/1, v/v) 
150 µl de cloroformo 
150 µl de HCl 10mM 
Agitación en el vórtex, y centrifugación a 15.000 g y 4ºC, durante 30 segundos. 
Recogida de la fase inferior y transferencia a nuevo tubo Eppendorf. 
Adición de 500 µl de metanol-100 mM HCl/EDTA 2,5 mM (1/1, v/v). 
Mezcla y centrifugación a 15.000 g, a 4ºC, 30 segundos. 
Recogida de la fase inferior –extracto de lípidos–, distribución en dos porciones de igual 
volumen en sendos tubos Eppendorf, y evaporación a sequedad, en un Speed-Vac     
(20 minutos, aproximadamente). 





El extracto obtenido se somete a cromatografía en capa fina en placa de silicagel (TLC), 
con el fin de aislar, del total de lípidos extraídos, el PIP3 producido en cada muestra. 
Para ello, se necesitan los siguientes materiales y reactivos. 
Material 
Placa de TLC (20 x 20 cm2), Amersham Life Science, Buckinghamshire, Inglaterra. 
Película fotográfica, Hyperfilm ECL, Amersham Life Science, Buckinghamshire, 
Inglaterra. 
Estándar fosfatidilinositol 4-fosfato (PIP4), Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO, 
EE.UU. 
Cubeta de cromatografía (24 x 24 x 8 cm3), Teknokroma S. Coop. C. Ltda., 
Barcelona, España. 
Escáner hp scanjet 7400, Hewlett-Packard Company, Palo Alto, CA, EE.UU. 
Programa para densitometría. Software Image Quant® 3,3, Molecular Dinamics, 
EE.UU. 
Reactivos 
Cloroformo, Scharlau S.A., Barcelona, España. 
1-Propanol, Scharlau S.A., Barcelona, España. 
Ácido acético, Scharlau S.A., Barcelona, España. 
Revelador y fijador fotográfico Lx24 y AL4, Kodak Eastman, Rochester, EE.UU. 
Medios 
Revelado: Lx24, al 20% en agua. 
Fijación: AL4, al 20% en agua. 
TLC: 1-propanol 66%, ácido acético glacial 2%, agua bidestilada 32% v/v. 
Se prepara el sistema para cromatografía, mediante la colocación, en la cubeta, de una 
tira de papel de filtro que forra el fondo y dos de las paredes, y su humidificación con 100 
ml de medio TLC. A continuación, y a 3 cm del borde de la placa de silicagel, se aplica el 
extracto de lípidos corrspondiente (30 µl), disuelto en cloroformo, y el estándar PIP4 de 
referencia de posición, con una separación de 1,5-2,0 cm entre ellos. La placa se 
introduce con el extremo de las muestras hacia la base de la cubeta, y así se mantiene 
mientras que el frente avanza hasta, aproximadamente, 3 cm del extremo superior –4 
horas–. Finalizado esto, la placa se deja secar al aire, y se autorradiografía a -70ºC 
(Hyperfilm ECL, Amersham) durante el tiempo que se estime necesario (horas o días). 
Tras el revelado de la película, se cuantifica la densidad de las bandas mediante 










La actividad de las enzimas de señalización intracelular p42/p44 MAPKs, se estimó, en 
los crudos de membranas de higado, músculo y tejido adiposo, obtenidos previamente 
(M&M, 5), mediante la determinación de la proporción de la forma activa del enzima       
–fosforilada– sobre la total, por la técnica de Western blot. 
i) Western blot 
Para el estudio, se utilizaron, de cada tejido, cantidades iguales del preparado de crudo 
de membranas, que se sometieron a electroforesis en gel de poliacrilamida [Laemli, 1970], 
en paralelo con marcadores de peso molecular, y en un 8% de gel de resolución. Las 
proteinas separadas se transfierieron a una membrana de nitrocelulosa en un sistema 
semiseco (Transblot SD). Para la inmunodetección, se dispuso de un conjunto de 
reactivos para Western, y se siguieron las instruciones del fabricante, utilizando 
anticuerpos respectivos contra la forma total y fosforilad de cada proteina quinasa de 
estudio y, después, un segundo anticuerpo, auntiglobulina en conejo. La detección se 
realizó por un método quimioluminiscente, y se cuantificaron las bandas por escaneado 
densitométrico de la autoradiografia [Redondo, 2003]. La medida de densidad 
correspondiente a cada proteina quinasa fosforilada, se normalizó con respecto a la de 
la total, y el valor obtenido en la muestra de tejido de cada rata tratada con suero salino 
se utilizó como control [Sancho, 2007]. 
6. EXPRESIÓN de GLUCOTRANSPORTADORES 
Se analizó el ARNm y la concentración de proteina de GLUT-2 en el hígado, y de  
GLUT-4 en el músculo esquelético y tejido adiposo. El análisis de ARNm se realizó 
mediante reacción en cadena de la polimerasa a tiempo real (RCP-TR), y el de la 
proteína, por Western blot.  
6.1. ARNm 
El protocolo fue común para las muestras de hígado, músculo y tejido adiposo (M&M, 3), 
e incluyó, por este orden, el aislamiento del ARN total y su cuantificación, la síntesis de 
ADN complementario (ADNc), y la determinación, con sondas específicas marcadas con 
un fluorocromo, de la cantidad relativa de ARNm de GLUT-2 y GLUT-4. 
 





i) Aislamiento de ARN 
Se extrajo con TRI REAGENTTM, siguiendo las instrucciones proporcionadas por el 
fabricante. 
Material 
Nanodrop ND-1000, Nucliber, Madrid , España. 
Centrífuga BECKMAN GS-15R, Beckman Instruments Inc., Palo Alto, CA, EE.UU. 
Centrífuga BECKMAN J-6B, Beckman Instruments Inc., Palo Alto, CA, EE.UU. 
Reactivos 
TRI REAGENTTM, Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO, EE.UU. 
Cloroformo, Scharlau S.A., Barcelona, España. 
Isopropanol. Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO, EE.UU. 
Etanol, E. Merck, Darmstadt, Alemania. 
Dietil pirocarbonato (DEPC), Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO, EE.UU. 
Medios 
Etanol al 75% en agua destilada. 
Agua-DEPC, DEPC 0,1% en agua destilada. El DEPC se deja agitando durante 
toda la noche a temperatura ambiente. 
Procedimiento 
Todos los pasos se realizaron en condiciones de esterilidad, con el fin de evitar 
contaminaciones con ARNasas. De los tejido de estudio (M&M, 3), se homogeneizó, en 
TRI REAGENTTM: 500 µg de hígado en 5 ml, uno de los músculos sóleo en 1 ml, y 1 g 
de grasa epididimaria en 4 ml. A continuación, se sedimentó el material extracelular a 
12.000 g, durante 10 minutos a 4ºC, para su desecho. El sobrenadante se distribuyó en 
fracciones de 1 ml, y se dejó reposar durante 5 minutos a temperatura ambiente para 
asegurar la disociación de los complejos núcleo-proteicos. Tras ello, y a cada fracción, 
se añadieron 0,2 ml de cloroformo, se mezcló con ayuda de vórtex durante 15 
segundos, y se dejó reposar a temperatura ambiente entre 2-15 minutos. A 
continuación, se centrifugó a 12.000 g, 15 minutos, con lo que se produce el 
fraccionamiento de la mezcla en tres fases, de las cuales, se recogió la acuosa 
(superior), que contiene el ARN. Ésta se pasó a otro tubo, en el que se añadió 0,5 ml de 
isopropanol; tras mezclar suavemente, se dejó reposar durante 5-10 minutos, y se 
sometió a 12.000 g, 10 minutos a 4ºC. El sedimento (ARN), tras lavado con etanol al 
75% y centrifugación (7.500 g, 5 minutos a 4ºC), se dejó secar a temperatura ambiente. 
Por último, el ARN obtenido se disolvió en agua-DEPC –50 µl en el caso de hígado y 
grasa, y 30 µl en el del músculo–. Una porción de 1 µl se utilizó para la valoración de la 
concentración en ARN, que se cuantificó espectrofotométricamente a 260/280 nm. El 





grado de pureza de la muestra se estimó por la relación de lecturas a DO260/DO280, 
considerándose óptimo un resultado comprendido entre 1,7 y 2.  
ii) Síntesis de ADNc 
A partir del ARN extraído (4µg), se sintetizó una copia de ADNc por transcripción 
reversa. Para ello, se utilizó un preparado comercial (High-Capacity cDNA Archive 
Kit), y se siguieron las instrucciones proporcionadas por el fabricante. 
Material: Termociclador, PTC-100, MJ Research, Walthan, MA, EE.UU. 
Reactivos 
High-Capacity cDNA Archive Kit: 10X RT Buffer, 25X dNTPs, 10X RP, Enzima 
MultiscribeTM Reverse Transcriptasa, Applied Biosystems 94404, EE.UU. 
Medio RT: 2 µl de 10X RT Buffer, 0,8 µl de 25X dNTPs, 2 µl de 10X RP, 1 µl de 
Enzima MultiscribeTM Reverse Transcriptasa y 3,2 µl de agua-DEPC 
Procedimiento 
Se mezcla, suavemente, 4µg de ARN disuelto en 20 µl de agua-DEPC, con 20µl de 
medio RT, y se somete a tres incubaciones en el termociclador, en el siguiente orden: 
10 minutos a 25ºC, 120 minutos a 37ºC, y 2 minutos a 95ºC. Al ADNc obtenido se 
añade 100µl de agua-DEPC (4µg/140µl), y se conserva a -20ºC hasta el momento de 
continuar con el proceso de RCP-TR. 
iii) RCP-TR 
Con esta técnica, los procesos de amplificación y detección se producen de manera 
simultánea. Además, la fluorescencia emitida durante la amplificación indica la 
cantidad de ADN sintetizado en cada momento e, indirectamente, la de ARNm de la 
muestra. 
Las sondas utilizadas, específicas de los glucotransportadores, están marcadas con 
un fluorocromo donador en el extremo 5´ y con otro aceptor en el 3´, de tal manera 
que, mientras permanezcan próximos, el fluorocromo en 3´ absorbe la emisión del 
primero. Sin embargo, tras la hibridación de las sondas con la cadena de ADNc, 
durante la amplificación, la actividad 5´exonucleasa de Taq (polimerasa de Thermus 
aquaticus) hidroliza el extremo 5´ de la sonda, y se produce la fluorescencia que es 
detectada por el lector. 
Material 
Micro AmpTM, placa óptica 96 pocillos, Applied Biosystems 94404, EE.UU. 





Sequence Detection System, Abi Prism 7000, Applied Biosystems 94404, 
EE.UU. 
Reactivos 
TaqMan Universal PCR Master Mix, Applied Biosystems 94404, EE.UU. 
TaqMan® Gene Expression Assays: Sonda GLUT-2, GLUT-4 y 
gliceraldehidodeshidrogenasa (GAPDH) de rata, marcados con fluorocromo FAM 
y 18s eucariota, marcado con flurocromo VIC, Applied Biosystems 94404, 
EE.UU. 
Procedimiento 
La reacción de amplificación se realizó con 3 µl de ADNc (M&M, 6.1) y en un volumen 
final de 20 µl, con los cebadores del sistema Assays on Demand y los reactivos 
TaqMan Universal PCR Master Mix, siguiendo las instrucciones proporcionadas por el 
fabricante. 
Cada muestra fue analizada por triplicado, y la media de los resultados obtenidos se 
utilizó para el cálculo de la expresión de ARNm. En el caso del hígado y músculo, la 
cantidad de ARNm del gen de interés se normalizó con la de ARN ribosómico 18s, y 
en el caso del tejido adiposo, con la de la GAPDH (por el método de comparación del 
valor de 2-∆∆Ct), que fue considerado como el control endógeno.  
6.2. Proteína 
El procedimiento fue, básicamente, el descrito por nuestro laboratorio [Villanueva-
Peñacarrillo y col., 2001]. El análisis del contenido en proteína Glut-2 y Glut-4 en 
membranas celulares aisladas de hígado y músculo esquelético, preparadas según se 
describe a continuación, y en membranas de tejido adiposo (M&M, 5), se llevó a cabo 
por la técnica de Western blot, ya descrita en detalle en el apartado 5.2. de este 
capítulo. Para ello, se utilizó un anticuerpo específico para cada transportador (E. 
Merck, Alemania) y un segundo anticuerpo anti-γ-globulina (ECL anti-rabbit IgG, 
Amersham, Buckinghashire, Inglaterra); además, para la normalización de los 
resultados, se midió, en paralelo, el contenido en tubulina por inmunodetección de los 
geles con un suero anti-α-tubulina, basándonos en la premisa de que su valor 
permanece constante en la membrana, en cualquier condición. 
i) Preparación de membranas 
En el hígado, se aplicó el método de Weinstein y col. [1994], y en el caso del músculo 
sóleo, se utilizó el método de Arnold y col. [1993]. 






Centrífuga BECKMAN J-6B, Beckman Instruments Inc., Palo Alto, CA, EE.UU. 
Centrífuga BECKMAN XL-80, Beckman Instruments Inc., Palo Alto, CA, EE.UU  
Centrífuga BECKMAN GS-15R, Beckman Instruments Inc., Palo Alto, CA, EE.UU. 
Reactivos 
Fluoruro de fenil sulfonil metano (PMSF), Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, 
EE.UU. 
Sacarosa, E. Merck, Damstadt, Alemania. 
Tris/HCl, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EE.UU. 
MgCl2, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EE.UU. 
ß-mercaptoetanol, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EE.UU. 
EGTA, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EE.UU. 
Na3VO4, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EE.UU. 
Na4P2O7, E. Merck, Damstadt, Alemania. 
NaF, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EE.UU. 
Leupeptina, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EE.UU. 
Pepstatina A, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EE.UU. 
2-propanol, E. Merck, Darmstadt, Alemania. 
Triton X-100, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EE.UU. 
Medios 
PMSF 20 mM: (M&M, 5) 
Homegeneización (MH): sacarosa 250 mM, tris/HCL 20 mM, MgCl2 2,5 mM, β-
mercaptoetanol 50mM, EGTA 1,2 mM, Na3VO4 1mM, Na4P2O7 5 mM, NaF 50 mM, 
leupeptina 2 µM, Pepstatina 2 µM y PMSF 20 mM, pH 7,4. 
Solubilización (MS): (M&M, 5) 
Procedimiento 
El hígado y el músculo se homogeneizaron en MH con vástago de teflón; a continuación, 
las células intactas, núcleos y mitocondrias de ambos tejidos hígado y músculo, se 
sedimentaron a 9.000 y 15.000 g durante 10 y 15 minutos, respectivamente. El 
sobrenadante se decantó y sometió a 100.000 g durante 60 minutos, a 4ºC. El nuevo 
sedimento se resuspendió en MS, y así se mantuvo durante 60 minutos a 4ºC; tras ello, 
en el caso del hígado, se separo la fracción solubilizada (membranas plasmáticas) a 
1.000 g durante 5 minutos, y en el caso del músculo, a 15.000g durante 15 minutos. Un 
pequeño volumen (10µl) fue utilizado para la determinación de proteinas totales 
[Bradford, 1976], y el resto se conservó a -70ºC hasta su utilización en la determinación 
de la cantidad de proteina del glucotransportador correspondiente (M&M, 5.2.i). 
7. AISLAMIENTO de ADIPOCITOS 
Las células fueron extraídas del tejido epididimario de la rata macho normal  
–sin alteración en el metabolismo de los hidratos de carbono–, insulino resistente 





(M&M, 1.1.) y diabética tipo 2 (M&M, 1.2.), mediante digestión enzimática con 
colagenasa P, según el método de Rodbell [1964], con alguna modificación. 
Reactivos 
Ácido 2-[4-(2-hidroxietil)-1-piperacinil]-etasulfónico (HEPES), Sigma Chemical Co., 
St Louis, MO, EE.UU. 
Aprotinina (Trasylol®) 100.000 UIC/ml, Bayer, Leverkusen, Alemania. 
Colagenasa P de Clostridium histolyticum, Roche Diagnostics, Mannheim, 
Alemania. 
D-glucosa anhidra, E. Merck, Darmstadt, Alemania. 
Albúmina bovina, Fracción V (BSA), Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EE.UU. 
NaCl, Panreac Química S.A., Barcelona, España. 
KCl, E. Merck, Darmstadt, Alemania. 
KH2PO4, E. Merck, Darmstadt, Alemania. 
MgSO4 •7H2O, Panreac Química S.A., Barcelona, España. 
HNaCO3, E. Merck, Darmstadt, Alemania. 
CaCl2, E. Merck, Darmstadt, Alemania. 
NaCl al 0,9% (Salino), B. Braun Medical S.A., Barcelona, España. 
Tripan blue, E. Merck, Darmstadt, Alemania. 
Medios 
KRB: NaCl 118 mM, KCl 5 mM, KH2PO4 1,2 mM, MgSO4•7H2O 1,2 mM, HNaCO3 
25 mM y CaCl2 2,5 mM. 
Aislamiento: KRB con BSA al 3%, D-glucosa 3,3 mM, HEPES 10,9 mM y Trasylol® 
500 UIC, pH 7,4. 
Incubación: KRB con BSA al 2%, HEPES 10,9 mM y Trasylol® 500 UIC, pH 7,4. 
Azul de Tripán: NaCl 118 mM, KCl 5 mM, MgSO4 1,2 mM, KH2PO4 1,2 mM, 
HNaCO3 25 mM, azul de Tripán 0,2%, pH 7,4. 
Procedimiento 
El tejido adiposo del epidídimo se introdujo en un vial estéril que contenía medio de 
aislamiento con colagenasa P (8 mg en 3ml), y se troceó manualmente con ayuda de 
tijeras; a continuación, la muestra se mantuvo a 37ºC con agitación rápida, hasta su 
completa disgregación. Los adipocitos aislados se separaron por filtración a través de 
una malla de nylon de 0,6 mm de poro, y se lavaron 3 veces con 10 ml de medio de 
aislamiento (que se fue descartando), y una vez más con 10 ml de medio de 
incubación, para la eliminación del exceso de glucosa. La calidad de adipocitos 
obtenidos se evaluó mediante la prueba de exclusión del Azul de Tripán (25 µl 
adipocitos + 25 µl Azul de Tripan + 450 µl medio de incubación). Todas las 
preparaciones utilizadas en este estudio contenían, al menos, un 90% de células 
viables.  
 





8. TRANSPORTE de GLUCOSA 
Se midió como incorporación de 2-deoxi-D-[1,2 3H (N)] glucosa al interior de la célula, 
tanto en el músculo esquelético como en los adipocitos aislados, con alguna 
diferencia entre los protocolos aplicados. 
8.1. Músculo esquelético 
En este caso, se utilizó sorbitol, uniformemente marcado con 14C, como marcador de 
acumulación de glucosa extracelular. El procedimiento fue el descrito por Dohm y col. 
[1988], con algunas modificaciones. 
Material 
Contador de radiación beta BECKMAN LS 6000TA, Beckman Instruments 
Inc., Palo Alto, CA, EE.UU. 
Viales Mini Poly-Q®, Beckman Instruments Inc., Palo Alto, CA, EE.UU. 
Reactivos 
CaCl2, E. Merck, Darmstadt, Alemania. 
C3H3O3Na, ICN Biomedicals Inc. Aurora, Ohio, EE.UU. 
2-deoxi-D- glucosa, Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO, EE.UU. 
2-deoxi-D-[1,2 3H (N)] glucosa, Moravek Biochemicals, Brea, California, EE.UU. 
Ácido 2-[4-(2-hidroxietil)-1-piperacinil]-etasulfónico (HEPES, Sigma Chemical Co., 
St Louis, Mo, EE.UU.) 
KCl, E. Merck, Darmstadt, Alemania. 
Líquido de centelleo ULTIMA GOLD, Groninger, Holanda.  
MgSO4, Panreac Química S.A., Barcelona, España.  
NaCl, Panreac Química S.A., Barcelona, España. 
NaH2PO4, E. Merck, Darmstadt, Alemania. 
NaOH, E. Merck, Darmstadt, Alemania. 
Sorbitol [14C (U)], American Radiolabeled Chemicals, Inc., St Louis, MO, EE.UU. 
Sorbitol, Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO, EE.UU. 
Medios 
KRB-HEPES (KH): HEPES 20 mM, MgSO4 1,2 mM, NaCl 120 mM, CaCl2 2 mM, 
KCl 2,5 mM, NaH2PO4 1 mM, C3H3O3Na 1 mM, pH 7,45. 
NaOH 0,5 N. 
Mezcla radioactiva: 30 µl medio KH, con 2-deoxi-D-glucosa 0,5 M, sorbitol 2 M, 
2-deoxi-D-[1,2 3H (N)] glucosa 0,6 µCi, sorbitol [14C (U)] 0,3 µCi, para una 
muestra. 
Procedimiento 
El músculo sóleo aislado (M&M, 3) se mantuvo, inicialmente, y para su estabilización, 
en 3 ml de medio KH a 37ºC durante 15 minutos, con atmósfera de CO2/O2 (5/95%); 
después, las muestras se transfirieron a un nuevo vial con otros 3 ml de medio KH, y se 
continuó la preincubación durante 30 minutos, tras lo cual, se añadió 30 µl de mezcla 





radioactiva (150 nmoles [3H] 2DOG –actividad específica, 40 nCi/µmol– y 600 nmoles 
[14C] sorbitol –actividad específica, 5 nCi/µmol–), y se mantuvo la incubación durante 
otros 60 minutos. Al finalizar, se recuperó el músculo del vial, se adsorbió su humedad 
externa con una gasa, y se lavó dos veces en medio KH a 4ºC, a intervalos de 5 
minutos, para eliminar el total de radioactividad extratisular. Tras los lavados, la 
muestra se introdujo en 1 ml de NaOH 0,5 N, y se mantuvo a 70ºC hasta la disolución 
completa del tejido; de ello, se recogió un pequeño volumen (10 µl) para la 
determinación de su contenido en proteínas [Bradford, 1976]; al resto, se añadió 5 ml de 
líquido de centelleo, para la medida, a doble canal (14C y 3H), de su contenido en 
radioactividad en un contador de radiación beta. Como referencia del total radioactivo 
de cada isótopo, se preparó, e incluyó en el contaje (CTS), 30 µl de mezcla radioactiva 
1:100, que contenía 6 nCi [3H] 2DOG + 3 nCi [14C] sorbitol.  
Cálculo 
Se basó en la premisa de que la cantidad de glucosa extracelular no está en función 
del estímulo, sino tan sólo de la cantidad –proteína– de tejido. 
Al finalizar cada experimento, se dispone de la siguiente información: 
CTSdpm 2DOG=6 nCi [3H] 2DOG=150 nmoles 2DOG 
CTSdpm sorbitol=3 nCi [14C] sorbitol=600 nmoles sorbitol 
Adpm MP (Muestra Problema): [14C] dpm, que es el contenido extracelular de 
sorbitol, y que proporcionará el contenido equivalente de [3H] 2DOG extracelular. 
Bdpm MP (Muestra Problema): [3H] dpm totales, que es el contenido intra + extra 
celular de 2DOG. 
Pmg: media del contenido en proteínas (mg) de todas las muestras del experimento. 
Inicialmente, se calcula la cantidad absoluta de 2DOG total (extra + intracelular) y la de 
sorbitol –que será siempre extracelular–, en cada muestra: 
A MPnmol= = 
Y teniendo en cuenta que por cada 600 nmoles de sorbitol en la mezcla, hay 150 
nmoles de 2DOG: B MPnmoles = 0,25 x A MPnmoles 
A MPdpm x 600nmol
CTS sorbitoldpm
B MPnmol/Pmg  
Bdpm/Pmg x150nmoles
CTS 2DOGdpm





Como los nmoles de 2DOG intracelular/mg proteína hay que expresarlos finalmente por 




8.2. Adipocitos aislados 
Se evaluó la incorporación de 2-deoxi-D-[1,2 3H (N)] glucosa, desde el medio de 
incubación al citoplasma, siguiendo las pautas descritas por nuestro laboratorio [Perea, 
1997], con alguna modificación. 
Material: Centrífuga BECKMAN MICROFUGE, Beckman Instruments Inc., 
Palo Alto, CA, EE.UU. 
Reactivos 
Aprotinina Trasylol®, Bayer, Leverkusen, Alemania. 
Albúmina bovina, Fracción V (BSA), Sigma Chemical Co., St. Louis, EE.UU. 
HNaCO3, E. Merck, Darmstadt, Alemania. 
Citocalasina B, inhibidor del transporte basal, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, 
EE.UU. 
Bis-(2-etilhexilo)ftalato, para síntesis, Scharlau, S.A, Barcelona, España. 
El resto de material y reactivos necesarios son comunes con los asignados en M&M, 7 y 8.1. 
Procedimiento 
Adipocitos aislados –105 células– de ratas en todas las condiciones, contenidos en   
100 µl de medio de incubación y en tubo Eppendorf de 1,5 ml de capacidad (M&M, 7), 
se incubaron a 37ºC, con agitación, y durante 15 minutos, en ausencia (basal) y 
presencia de insulina; tras ello, se añadió 10µl del mismo medio que contenía 0,2 µCi 
de 2-deoxi-D-[1,2 3H (N)]-glucosa (esta dilución aportó 6,5 pmoles de glucosa) y se 
continuo la incubación durante otros 3 minutos a 37ºC. La reacción se interrumpió por 
inclusión de las muestras a 4ºC, durante 1 minuto. Para la separación de la fase 
acuosa –radiactividad libre– de la oleaginosa –adipocitos–, se transfirieron dos 
fracciones de 150 µl de cada muestra a sendos tubos de microfuga con 150 µl de 
ftalato de bis (2-etil-hexilo), y se sometieron a 12.000 g durante 1 minuto. Cada tubo se 
cortó por la interfase, y la radiactividad asociada a las células se midió en 3 ml de 




Adpm x 600 nmol 
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corregido, por sustracción, con el valor del transporte inespecífico –obtenido en 
algunas muestras de cada preparación celular tratadas en paralelo con 1,75x10-4 M de 
citocalasina B–, y con el proporcionado por un vial con todos los reactivos pero carente 
de células –blanco–, que viene a representar el 1-2% del total. 
9. MEDIDA de CONTENIDO en GLUCÓGENO  
Se analizó mediante el método de detección con antrona, según Hassid y Abraham 
[1957], con algunas modificaciones.  
Material 
Centrífuga BECKMAN GS-6R, Beckman Instruments Inc., Palo Alto, CA, EE.UU. 
Espectrofotómetro SPECTRONIC 1201, Milton Roy, NY, EE.UU. 
Reactivos 
Etanol,  Scharlau, Ferosa, Barcelona, España. 
KOH, E. Merck, Darmstadt, Alemania. 
Ácido sulfúrico, Panreac Quimica S.A., Barcelona, España. 
Antrona (C14H10O), Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO, EE.UU. 
Ácido benzoico, Merck, Darmstadt, Alemania. 
Kit de determinación de proteínas, Bio-Rad Laboratories, Munich, Alemania. 
Glucógeno, Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO, EE.UU. 
Medio de disolución con antrona: H2SO4 12 M, antrona 7 mM. 
Procedimiento 
Una porción del hígado de la rata –500 mg– se disgregó en 5 ml de KOH al 30%, y se 
mantuvo, a 70ºC, con agitación, durante 10 minutos; tras su disolución, se recogió 
una fracción (10 µl) para la determinación de proteínas totales [Bradford, 1976]. El 
glucógeno contenido en el resto se precipitó con etanol al 96%, durante 15 minutos a 
4ºC, y se separó por centrifugación –2.500 rpm, 10 minutos–. El sobrenadante se 
descartó, y en el sedimento, disuelto en 1 ml de agua, se midió, frente a una curva 
patrón, y a 620 nm, la concentración de glucógeno. 
10. ACTIVIDAD GLUCÓGENO SINTASA a 
Se estudió en el músculo sóleo, en presencia de Na2SO4 –activador de la glucógeno 
sintasa a (activa) e inhibidor de la forma b [De Wulf y Hers, 1968]– y de NaF –inhibidor de 
la glucógeno sintasa fosfatasa [De Wulf y Hers, 1968]–. La actividad glucógeno sintasa a 
(GSa) se midió como incorporación de UDP-[14C] D-glucosa en glucógeno, según el 
método descrito por Hue y col. [1975], con algunas modificaciones. 






Centrífuga BECKMAN GS-6R, Beckman Instruments Inc., Palo Alto, CA, EE.UU. 
Contador de radiación beta BECKMAN LS 6000TA, Beckman Instruments Inc., 
Palo Alto, CA, EE.UU. 
Reactivos 
Albúmina bovina, Fracción V (BSA), Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO, EE.UU. 
CaCl2, E. Merck, Darmstadt, Alemania. 
D-glucosa anhidra, E. Merck, Darmstadt, Alemania. 
EDTA, E. Merck, Darmstadt, Alemania. 
Etanol, Normasolv, Ferosa, Barcelona, España. 
FNa, Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO, EE.UU. 
Glicilglicina, Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO, EE.UU. 
Glucógeno, Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO, EE.UU. 
KCl, Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO, EE.UU. 
KH2PO4, E. Merck, Darmstadt, Alemania. 
KOH, E. Merck, Darmstadt, Alemania. 
Líquido de centelleo ULTIMA GOLD, Groninger, Holanda. 
MgSO4 7 H2 O, E. Merck, Damstadt, Alemania. 
Na2SO4, E. Merck, Darmstadt, Alemania. 
NaCl, Panreac Química S.A., Barcelona, España. 
NaHCO3, E. Merck, Darmstadt, Alemania. 
UDP-[U-14C]D-glucosa, American Radiolabeled Chemicals, Inc., St Louis, MO, 
EE.UU. 
UDP-D-glucosa, Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO, EE.UU. 
Medios 
KRB: (M&M, 7)  
Homogeneización (MH): FNa 100 mM, glucógeno al 0,5 %, glicilglicina 50 mM, EDTA 35 
mM, pH 7,4. 
Incubación (MI): UDP-D-glucosa 0,3 mM, glucógeno 1,2%, glicilglicina 72 mM, Na2SO4 
12 mM, UDP-[14C]-D-glucosa 0,3 µM, pH 7,4. 
Procedimiento 
Un músculo sóleo de cada rata, se incubó en 3 ml de KRB con 5 mM de glucosa y 1% 
de BSA, a 37ºC durante 60 minutos, seguido de otros 10 minutos a 37ºC; tras ello, la 
muestra se recuperó del vial, se adsorbió su exceso de humedad con una gasa, se 
eliminó el tendón, y el músculo se conservó en N2 líquido hasta el momento de la 
determinación de su actividad glucógeno sintasa a. Para ello, el tejido se 
homogeneizó en 500 µl de MH, en un tubo con vástago de teflón, a 4ºC; a 
continuación, la muestra se centrifugó a 228 g durante 15 minutos, y del sobrenadante 
se recogió un pequeño volumen (10 µl) para la determinación de su contenido en 
proteínas totales [Bradford, 1976]; el resto, de no continuar inmediatamente, se conservó 
a -70 ºC. 





De cada homogeneizado de músculo, se tomaron 20 µl del sobrenadante anterior, al 
menos por duplicado, que se añadieron a 100 µl de MI. Tras 15 minutos a 20ºC, se 
añadió 200 µl de KOH 0,5 N, con el fin de interrumpir la reacción y disolver el total de 
proteínas. El glucógeno formado se extrajo del solubilizado anterior, según describe 
Fleig y col. [1984], con etanol al 66%; el contenido en radiactividad de cada extracto se 
midió en 5 ml de líquido de centelleo, en un contador de radiación beta. 
11. INFORMACIÓN de los RESULTADOS 
Se han expresado como media ± el error estándar de la media (EEM), junto con el 
número de observaciones (n). La significación estadística (p<0,05) de los incrementos 
fue valorada por el test de la t de Student, o por análisis de varianza (ANOVA) de una 
vía, seguido del Least Significant Differences (LSD) test para comparación múltiple 
























1. EFECTO del TRATAMIENTO con GLP-1 y Ex-4 en la rata NORMAL, 
RESISTENTE a INSULINA y DIEBÉTICA TIPO 2: parámetros en plasma 
En ninguno de los dos modelos experimentales, resistente a insulina (RI, n=13-34) y 
diabética tipo 2 (DT2, n=17-33), se detectaron grandes modificaciones en la glucosa o 
insulina plasmática en cualquier condición, ni respecto al grupo normal (N, n=13-42) ni 
en relación a la toma previa (basal) o posterior a cada tratamiento, con alguna 
salvedad. 
Específicamente, en la rata RI, la concentración de glucosa basal, respecto a la de la 
normal (102±5 ng/dl), fue ligeramente menor (91±3), mientras que la del grupo DT2 
resultó ser mayor (141±8, p<0,001); sin embargo, los niveles de insulina circulante en el 
grupo RI fueron más altos (3,0±0,4 ng/ml, p<0,02) que en N (1,7±0,2), y los de la rata 
DT2, más bajos (0,7±0,1, p<0,05 vs N). Esta aparente falta de cambios generales en la 
glucosa e insulina plasmática pudo ser muy bien debida al hecho de que la extracción 
de muestras de sangre se realizó, en todos los grupos, con la rata en estado de 
saciedad.  
2. EFECTO del TRATAMIENTO con GLP-1 y Ex-4 sobre la EXPRESIÓN del    
GLUT-2, en el HÍGADO de la rata NORMAL y RESISTENTE a INSULINA 
La figura 5 muestra los niveles de transcripción (ARNm) y traducción (proteína) del gen 
del GLUT-2, en el hígado de la rata control –tratada con salino– resistente a insulina 
(RI, n=4-10) respecto a la normal control (N, n=5-12), y el efecto del tratamiento con 
GLP-1 (n=4-6) y Ex-4 (n=7). Los resultados están expresados respecto a su propio 
grupo control o grupo N, bien en porcentaje –proteína– o cantidad relativa  –ARNm–. 
En relación a la rata normal, el valor del ARNm-GLUT-2 en el hígado del grupo RI fue 
mucho menor (0,4±0,1 veces-N, p<0,01), y también fue menor la cantidad de proteína-
GLUT-2 (66±8% N, p<0,01). En la rata normal, el tratamiento con GLP-1 indujo una 
reducción significativa de la expresión génica (0,43±0,13 veces-N, p<0,05), 
confirmándose con ello resultados previos de nuestro laboratorio [Villanueva y col., 2001; 
Arnés et al., 2009], mientras que la Ex-4 incrementó significativamente el valor por encima 






Figura 5. Efecto del tratamiento sostenido con GLP-1 ( ) y Ex-4 ( ) sobre la
expresión de GLUT-2 ARNm y proteína , en el hígado de la rata normal (N, ) y
resistente a insulina (RI, ). Los resultados (media±EEM), correspondientes a 4-12
ratas, están expresados, respectivamente, en cantidad relativa y porcentaje del grupo N
o RI control tratado con salino, y mostrados junto a Western-blots representativos.












































































del de su propio grupo control (1,78±0,32 veces-N, p<0,05); también se confirma en 
este trabajo en relación a la rata normal [Villanueva y col., 2001; Arnés y col., 2009], un ligero 
pero significativo efecto reductor del GLP-1 (81±3% N, p<0,05), y estimulador de la   
Ex-4 (174±18% N, p<0,02), sobre la concentración de la proteína GLUT-2. En la rata 
RI, el tratamiento prolongado tanto con GLP-1 como con Ex-4 indujo un claro aumento 
del nivel de ARNm, hasta valores (GLP-1: 7±1 veces-RI, y Ex-4: 10±1 veces-RI; ambos 
p<0,01) incluso por encima de los de la rata normal (GLP-1: 2,8±0,4 veces-N, y Ex-4: 
4,0±0,4 veces-N; ambos p<0,001). Respecto a la proteina-GLUT-2, el GLP-1 (223±28% 
IR, p<0,01), y también la Ex-4 (187±17% RI, p<0,01), produjeron un claro estímulo del 
valor inicialmente reducido, que alcanzó, en los dos casos, niveles significativamente 
mayores que los detectados en la rata normal (GLP-1: 147±18% N, y Ex-4: 123±11% 
N; ambos p<0,05).  
La tabla 1 refleja las diferencias cualitativas en la expresión del GLUT-2 –ARNm y 
proteína– en el modelo RI respecto a la rata N, y los cambios en los dos grupos –N y 
RI– tras tratamiento con GLP-1 y Ex-4, respecto a su propio control tratado con salino. 
3. EFECTO del TRATAMEINTO con GLP-1 y Ex-4 sobre el CONTENIDO de 
GLUCÓGENO, en el HÍGADO de la rata NORMAL, RESISTENTEA a INSULINA y 
DIABÉTICA TIPO 2 
La figura 6 representa el contenido de glucógeno en el hígado de la rata control           
–tratada con salino– resistente a insulina (RI, n=8) y diabética tipo 2 (DT2, n=5), 
respecto a la normal control (N, n=6), y el efecto del tratamiento con GLP-1 (n=4-11) y 
Ex-4 (n=4-12). Los resultados están expresados en porcentaje del valor en el grupo N 
control. 
El glucógeno hepático en la rata RI (193±20 µg/mg proteína) fue menor (p<0,001) que 
el de la normal (395±34 µg/mg proteína), y también fue menor el de la rata DT2 
(225±20 µg/mg proteína), confirmándose con ello resultados previos [Arnés y col., 2009]. 
Tras tres días de infusión continua con GLP-1, el contenido en glucógeno de la rata 
normal no sufrió modificación aparente, pero sí se incrementó tanto el de la rata 
resistente a insulina (295±14 µg/mg proteína, p<0,01 vs RI), como el del grupo 
diabético (561±57 µg/mg proteína); este aumento observado en el grupo diabético, fue 













     
TABLA 1. Expresión de GLUT-2 y GLUT-4 (ARNm/proteína) en el modelo de resistencia a insulina (RI) y en
el diabético tipo 2 (DT2) en relación a la rata normal (N), y cambios tras tratamiento con GLP-1 o Ex-4,














mRNA / proteína mRNA / proteína mRNA / proteína
, indistinto;         y        , ligeramente más alto y  más bajo, respectivamente;      y     , significativamente más alto y más bajo, 
respectivamente





































Figura 6. Efecto del tratamiento sostenido con GLP-1 ( ) y Ex-4 ( ) sobre el
contenido de glucógeno, en el hígado de la rata normal (N, ), resistente a insulina
(RI, ) y diabética tipo 2 (DT2, ). Los resultados (media±EEM), correspondientes a
4-12 ratas, están expresados en porcentaje del valor del grupo N control tratado con
salino. p<0,05, o menor, vs N control; p<0,05, o menor, vs control respectivo, RI o
DT2. * 
#



















inducido en los dos modelos, RI y DT2, hizo que el contenido en glucógeno alcanzara 
valores incluso por encima (p<0,05) de los de la rata normal. La Ex-4 también 
incrementó el contenido hepático de glucógeno en la rata RI (338±27 µg/mg proteína, 
p<0,01 vs RI) en magnitud similar al efecto inducido por GLP-1, y hasta niveles 
indistinguibles de los del hígado de la rata normal control. 
La tabla 2 refleja las diferencias cualitativas en el contenido de glucógeno hepático en 
los dos modelos experimentales, RI y DT2, respecto a la rata N, y los cambios en los 
tres grupos –N, RI y DT2– tras tratamiento con GLP-1 y Ex-4, respecto a su propio 
control tratado con salino. 
4. EFECTO del TRATAMIENTO con GLP-1 y Ex-4 sobre la actividad de ENZIMAS 
de SEÑALIZACIÓN CELULAR, en el HÍGADO de la rata NORMAL, 
RESISTENTE a INSULINA y DIABÉTICA TIPO 2 
En este trabajo, hemos estudiado la actividad de la PI3K y de las MAPKs, porque son 
enzimas punta de lanza en los mecanismos de señalización celular, y por estar éstas 
implicadas en varias de las acciones del GLP-1 y de la Ex-4 sobre el metabolismo de la 
glucosa y lípidos. 
PI3K 
Las figuras 7 y 8 ilustran la cantidad de PIP3 formado desde PIP2, en el hígado de la 
rata control –tratada con salino– resistente a insulina (RI, n=5) y diabética tipo 2 (DT2, 
n=5) respecto a la normal control (N, n=5), y el efecto del tratamiento con GLP-1    
(n=4-8) y Ex-4 (n=4-6). Los resultados están expresados en porcentaje de incremento 
del valor de su propio grupo control o del de N. 
En el hígado del grupo RI, la actividad PI3K fue mucho mayor (p<0,01) que en el de la 
rata normal, y también fue mayor (p<0,001) en el de la diabética (Fig. 7). Ambos, el 
GLP-1 y la Ex-4 indujeron un aumento en la formación de PIP3, moderado pero 
estadística significativo, en la rata normal (media conjunta: 126±7% N, p<0,05). Por otro 
lado, a pesar de la hiperactividad inicial de la enzima en el grupo RI (Fig. 8), la célula 
de este modelo mantuvo su capacidad de respuesta a ambos péptidos (media 
conjunta: 143±9% RI, p<0,02), y el mismo fenómeno se detectó en el grupo DT2 (media 
conjunta: 210±18% DT2, p<0,01). 































, indistinto;     y     , significativamente más alto y más bajo, respectivamente.
TABLA 2. Contenido en glucógeno, transporte de glucosa (TG) y glucógeno sintasa
a (Gsa), en el modelo de resistencia a insulina (RI) y en el diabético tipo 2 (DT2) en
relación a la rata normal (N), y cambios tras tratamiento con GLP-1 o Ex-4 respecto




































































Figura 7. Actividad PI3K –PIP3– en el hígado de la rata normal (N, ), resistente a
insulina (RI, ) y diabética tipo 2 (DT2, ), y efecto del tratamiento sostenido con
GLP-1 ( ) y Ex-4 ( ) en la rata N. Los resultados (media±EEM), correspondientes a
4-5 ratas, están expresados en porcentaje de incremento sobre el valor del grupo N
control tratado con salino, y mostrados junto a TLCs representativas. p<0,05, o menor,
































































Figura 8. Efecto del tratamiento sostenido con GLP-1 ( ) y Ex-4 ( ) sobre la
actividad PI3K –PIP3–, en el hígado de la rata resistente a insulina (RI, ) y diabética
tipo 2 (DT2, ). Los resultados (media±EEM), correspondientes a 4-8 ratas, están
expresados en porcentaje de incremento sobre el valor de su propio grupo control















Las figuras 9 y 10 ilustran el grado de fosforilación (p-) de la p42 y p44 MAP quinasas 
en el hígado de la rata control –tratada con salino– resistente a insulina (RI, n=10) y 
diabética tipo 2 (DT2, n=8), respecto a la normal control (N, n=10), y el efecto del 
tratamiento con GLP-1 (n=5) y Ex-4 (n=5). Los resultados están expresados en 
porcentaje de incremento sobre el valor de N, o sobre el de su propio grupo control. 
En el grupo RI, el valor de p-p42, y también el de p-p44, fueron significativamente 
mayores (p<0,001) que los correspondientes en el hígado de la rata normal (Fig. 9), y 
la misma hiperactividad de las dos isoformas se observó también en la rata DT2 
(p<0,02 vs N). El tratamiento de la rata normal con GLP-1, y también con Ex-4, redujo 
los valores iniciales tanto de la p42 como de la p44 MAPK. En el grupo RI, el GLP-1 
incrementó aun (Fig. 10) más la actividad p42 MAPK (230±53% RI, p<0,05), sin 
modificar la de p44; la Ex-4 tampoco alteró el valor de la p44, pero sí estimuló (p<0,01) 
aun más la sobreactividad inicial de la p42. En la rata DT2, ni el GLP-1 ni la Ex-4 
mostraron tener efecto alguno sobre la p42 MAPK; sin embargo, mientras que el GLP-1 
aumentó todavía más el grado de fosforilación de p44 (104±10%∆ N, p<0,001), la Ex-4 
no alteró la actividad inicial del enzima. 
5. EFECTO del TRATAMIENTO con GLP-1 y Ex-4 sobre la EXPRESIÓN del  
GLUT-4, en el MÚSCULO de la rata NORMAL y RESISTENTE a INSULINA 
La figura 11 muestra los niveles de la transcripción (ARNm) y traducción (proteína) del 
gen del GLUT-4, en el músculo de la rata control –tratada con salino– resistente a 
insulina (RI, n=5-10) respecto a la normal control (N, n=8), y el efecto del tratamiento 
con GLP-1 (n=5-10) y Ex-4 (n=5-10). Los resultados están expresados en relación al 
valor de su propio grupo control o al del grupo N, bien en porcentaje –proteína– o 
cantidad relativa –ARNm–. 
El ARNm del GLUT-4 en el músculo de la rata RI resultó estar sobrexpresado respecto 
al de la rata normal (4,6±1,0 veces-N, p<0,01), y también lo estaba la proteína 
(243±39% N, p<0,05). El tratamiento de la rata normal con GLP-1, y también con Ex-4, 
indujo un aumento significativo en la expresión génica del glucotransportador (ambos, 
p<0,02), sin modificación aparente del nivel de proteína. En el grupo RI, tanto el GLP-1 
como  la  Ex-4  incrementaron  aun  más  el  valor  inicialmente  sobrexpresado  del  gen 







Figura 9. Actividad (p-) p42/p44 MAPK en el hígado de la rata normal (N, ), resistente
a insulina (RI, ) y diabética tipo 2 (DT2, ), y efecto del tratamiento sostenido con
GLP-1 ( ) y Ex-4 ( ) en la rata N. Los resultados (media±EEM), correspondientes a
4-10 ratas, están expresados en porcentaje de incremento sobre el valor del grupo N
control tratado con salino, y mostrados junto a Western-blots representativos. p<0,05, o
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Figura 10. Efecto del tratamiento sostenido con GLP-1 ( ) y Ex-4 ( ) sobre la
actividad (p-) p42/p44 MAPK, en el hígado de rata resistente a insulina (RI, ) y
diabética tipo 2 (DT2, ). Los resultados (media±EEM), correspondientes a 4-10
ratas, están expresados en porcentaje de incremento sobre el valor de su propio grupo
control tratado con salino, y mostrados junto a Western-blots representativos.


















































Figura 11. Efecto del tratamiento sostenido con GLP-1 ( ) y Ex-4 ( ) sobre la
expresión de GLUT-4 - ARNm y proteína- , en el músculo esquelético de la rata normal
(N, ) y resistente a insulina (RI, ). Los resultados (media±EEM), correspondientes
a 5-10 ratas, están expresados, respectivamente, en cantidad relativa y porcentaje del
grupo N o RI control tratado con salino, y mostrados junto a Western-blots


























































(media conjunta: 12,7±3 veces-RI, p<0,001), y este mismo efecto estimulador de 
ambos péptidos (p<0,02) se observó en relación a la proteína (GLP-1: 383±59% RI;  
Ex-4: 176±27). 
La tabla 1 (pág. 43) refleja las diferencias cualitativas en la expresión del GLUT-4          
–ARNm y proteína– en el modelo RI respecto a la rata N, y los cambios en los dos 
grupos –N y RI– tras tratamiento con GLP-1 y Ex-4, respecto a su propio control tratado 
con salino. 
6. EFECTO del TRATAMIENTO con GLP-1 y Ex-4 sobre el TRANSPORTE de 
GLUCOSA y actividad GLUCÓGENO SINTASA a, en el MÚSCULO de la rata 
NORMAL, RESISTENTE a INSULINA y DIABÉTICA TIPO 2 
En la figura 12 está representado el transporte de glucosa (TG) y actividad glucógeno 
sintasa a (GSa) en el músculo de la rata control –tratada con salino– resistente a 
insulina (RI) y diabética tipo 2 (DT2), respecto a la control normal (N), y el efecto del 
tratamiento con GLP-1 y Ex-4. Los resultados están expresados en porcentaje del valor 
del grupo N control. 
Transporte de glucosa 
En el músculo esquelético de la rata normal, el tratamiento con GLP-1 (n=5) no 
modificó el valor de captación del azúcar (TG) control (0,418±0,090 nmol/mg 
proteína/minuto), ni tampoco la Ex-4 (n=8) produjo efecto alguno, tal y como ya 
habíamos observado en este último caso [Arnés y col., 2009]. El músculo del grupo RI 
mostró valores sensiblemente menores de lo normal (0,192±0,040, p<0,05 vs N); en 
este modelo, el tratamiento con GLP-1 (n=10), y también con Ex-4 (n=10), originó un 
claro aumento en la captación de la hexosa (GLP-1: 268±13% IR, y Ex-4: 392±9; 
ambos p<0,001), que dio como resultado valores incluso por encima (p<0,001) de los 
de la rata normal (n=4). El nivel de TG en el músculo esquelético del grupo DT2 
(0,348±0,008 nmol/mg proteína/minuto, n=5) resultó similar al de la rata normal, tal y 
como ya habíamos descrito previamente [Arnés y col., 2009]; sin embargo, tras 
tratamiento con GLP-1 (n=4) no se detectó modificación aparente respecto a su propio 
grupo control, a diferencia de la Ex-4, sobre la cual habíamos observado [Arnés y col., 
2009] produce un ligero aumento.  






















Figura 12. Efecto del tratamiento sostenido con GLP-1 ( ) y Ex-4 ( ) sobre el
transporte de glucosa (TG) y actividad glucógeno sintasa a (GSa), en el músculo
esquelético de la rata normal (N, ), resistente a insulina (RI, ) y diabética tipo 2
(DT2, ). Los resultados (media±EEM), correspondientes a 4-10 ratas, están
expresados en porcentaje del valor del grupo N control tratado con salino. p<0,05, o





















































La actividad del enzima (GSa) en la rata normal (n=5), medida como incorporación de 
la UDP-[14C]-D-glucosa en glucógeno (1,80±0,14 U/g proteína), resultó en una 
disminución de la misma (Fig. 12) tras tratamiento con GLP-1 (0,65±0,02, n=3, p<0,001 
vs N); y esa misma acción reductora se detectó en la Ex-4 (0,53±0,16, n=4, p<0,05 vs 
N). En la rata RI, el valor de GSa (0,41±0,09 U/g proteína) fue menor (p<0,01) que el 
del músculo de la normal; en este caso, sin embargo, el tratamiento con cualquiera de 
los dos péptidos, GLP-1 (n=4) o Ex-4 (n=6), indujo una estimulación clara en la 
actividad del enzima (GLP-1: 461±22% IR, y Ex-4:181±24% IR; ambos, p<0,001), que 
con GLP-1 alcanzó niveles de normalidad. En la rata DT2 (n=5), si bien el valor de GSa 
también fue menor (p<0,001) que el del músculo de la normal, éste, sin embargo, 
resultó mayor (p<0,05) que el del grupo RI; y mientras que el GLP-1 (n=4) no afectó 
aparentemente la actividad del enzima en este modelo, la Ex-4 (n=5) mostró una 
acción estimuladora (1,57±0,15 U/g proteína, p<0,05 vs DT2), con la que se alcanzaron 
niveles muy próximos a los de la rata normal. 
La tabla 2 (pág. 46) refleja las diferencias cualitativas en el transporte de glucosa y 
actividad glucógeno sintasa a en los dos modelos experimentales, RI y DT2, respecto a 
la rata N, y los cambios cualitativos en los tres grupos –N, RI y DT2– tras tratamiento 
con GLP-1 y Ex-4, respecto a su propio control tratado con salino. 
7. EFECTO del TRATAMIENTO con GLP-1 y Ex-4 sobre la actividad de ENZIMAS 
de SEÑALIZACIÓN CELULAR, en el MÚSCULO de la rata NORMAL, 
RESISTENTE a INSULINA y DIABÉTICA TIPO 2 
En este trabajo, hemos estudiado la actividad de la PI3K y de las MAPKs, porque son 
enzimas punta de lanza en los mecanismos de señalización celular, y por estar éstas 
implicadas en varias de las acciones del GLP-1 y de la Ex-4 sobre el metabolismo de la 
glucosa y lípidos. 
PI3K 
Las figuras 13 y 14 ilustran la concentración de PIP3 formado desde PIP2, en el 
músculo esquelético de la rata control –tratada con salino– resistente a insulina (RI, 
n=6) y diabética tipo 2 (DT2, n=4), respecto a la normal control (N, n=5), y el efecto del  






























Figura 13. Actividad PI3K –PIP3– en el músculo esquelético de la rata normal
(N, ), resistente a insulina (RI, ) y diabética tipo 2 (DT2, ), y efecto del
tratamiento sostenido con GLP-1 ( ) y Ex-4 ( ) en la rata N. Los resultados
(media±EEM), correspondientes a 4-6 ratas, están expresados en porcentaje de
incremento sobre el valor del grupo N control tratado con salino, y mostrados junto a































Figura 14. Efecto del tratamiento sostenido con GLP-1 ( ) y Ex-4 ( ) sobre la
actividad PI3K –PIP3–, en el músculo esquelético de la rata resistente a insulina (RI, )
y diabética tipo 2 (DT2, ). Los resultados (media±EEM), correspondientes a 4-6
ratas, están expresados en porcentaje de incremento sobre el valor de su propio grupo
control tratado con salino, y mostrados junto a TLCs representativas. p<0,05, o




















































tratamiento con GLP-1 (n=4) y Ex-4 (n=5). Los resultados están expresados bien en 
porcentaje de incremento sobre el valor de su propio grupo control o sobre el de N. 
En el grupo RI, la actividad PI3K del músculo (Fig. 13) fue indistinta de la de la rata 
normal, mientras que en el DT2 resultó ser más baja (69±7% N, p<0,05), 
confirmándose en este último caso resultados previos de nuestro laboratorio [Arnés, 
2008]. El tratamiento tanto con GLP-1 como con Ex-4 indujo un aumento claro en la 
actividad del enzima en la rata normal (GLP-1: 262±47% N, p<0,05, y Ex-4: 173±15, 
p<0,05) y también (Fig. 14) en el músculo de la RI (media conjunta: 144±5% RI, 
p<0,001); en el grupo DT2, se produjo un claro aumento tras tratamiento tanto con 
GLP-1 (115±5% DT2-control) como con Ex-4 (172±16% DT2, p<0,05), el cual, en el 
caso de la Ex-4, resultó en un valor aparentemente mayor que el de la rata normal 
(132±12% N). Este efecto estimulador in vivo tanto de la Ex-4 como del GLP-1 en el 
musculo de la rata diabética tipo 2 difiere, en el caso del GLP-1, de los resultados 
previamente obtenidos en nuestro laboratorio en experimentos realizados in vitro [Arnés 
y col., 2008], en los que no se había detectado modificación alguna del valor control. 
MAPKs 
Las figuras 15 y 16 ilustran el grado de fosforilación (p-) de la p42 y p44 MAP quinasas 
en el músculo esquelético de la rata control –tratada con salino– resistente a insulina 
(RI, n=6) y diabética tipo 2 (DT2, n=8), respecto a la normal control (N, n=8), y el efecto 
del tratamiento con GLP-1 (n=4-8) y Ex-4 (n=4-8). Los resultados están expresados en 
porcentaje de incremento sobre el valor de N, o sobre el de su propio grupo control. 
En el músculo de la rata RI (Fig. 15), el valor de p-p42 fue significativamente mayor 
(p<0,01) que en la rata normal, mientras que el grado de fosforilación de la p44 resultó 
no ser distinto; sin embargo, en el grupo DT2, ambas isoformas mostraron estar 
hiperactivadas (p<0,05, o menor), en mayor medida la p42. El tratamiento de la rata 
normal con GLP-1, y también con Ex-4, indujo un ligero (Fig. 15), pero significativo, 
descenso (p<0,05, o menor) en el grado de fosforilación de la p42 MAPK, y un aumento 
claro en la actividad de la p44 (p<0,02). Esta acción reductora del GLP-1 sobre la p42 
en el músculo de la rata normal también se detectó (Fig. 16) en el grupo RI (p<0,05), 
en tal medida, en este caso, que el nivel resultante (116±11% N) llegó a ser 
indistinguible de  el del músculo  de  la rata  normal;  sin embargo, no se  detectó efecto 
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Figura 15. Actividad (p-) p42/p44 MAPK, en el músculo esquelético de la rata normal
(N, ), resistente a insulina (RI, ) y diabética tipo 2 (DT2, ), y efecto del
tratamiento sostenido con GLP-1 ( ) y Ex-4 ( ) en la rata N. Los resultados
(media±EEM), correspondientes a 4-8 ratas, están expresados en porcentaje de
incremento sobre el valor del grupo N control tratado con salino, y mostrados junto a












































































Figura 16. Efecto del tratamiento sostenido con GLP-1 ( ) y Ex-4 ( ) sobre la
actividad (p-) p42/p44 MAPK, en el músculo esquelético de la rata resistente a insulina
(RI, ) y diabética tipo 2 (DT2, ). Los resultados (media±EEM), correspondientes a
4-6 ratas, están expresados en porcentaje de incremento sobre el valor de su propio
grupo control tratado con salino, y mostrados junto a Western-blots representativos.














alguno sobre la p44 en este modelo de resistencia a insulina; la Ex-4, a diferencia con 
el GLP-1, no alteró (Fig. 16) el grado de fosforilación de la p42, pero sí redujo 
ligeramente el de la p44 MAPK por debajo de lo normal (74±5% N, p<0,05). En la rata 
DT2, en contraposición con el grupo RI, el GLP-1 incrementó aun más la actividad tanto 
de la p42 (233±5% N, p<0,01) como de la p44 (375±33% N, p<0,001); sin embargo, 
mientras la Ex-4 no modificó, como en la RI, el grado de fosforilación de la p42, este 
péptido incrementó, en gran medida, al igual que el GLP-1, el de la p44 MAPK 
(343±20% N, p<0,001).  
8. EFECTO del TRATAMIENTO con GLP-1 y Ex-4 sobre la EXPRESSIÓN del 
GLUT-4, en el TEJIDO ADIPOSO de la rata NORMAL, RESISTENTE a 
INSULINA y DIABÉTICA TIPO 2 
La figura 17 muestra los niveles de transcripción (ARNm) y traducción (proteína) del 
gen del GLUT-4, en el tejido adiposo de la rata control –tratada con salino– resistente a 
insulina (RI, n=5-8) y diabética tipo 2 (DT2, n=5) respecto a la normal control (N, n=5-
13), y el efecto del tratamiento con GLP-1 de la rata N (n=5-8) y RI (n=4-5), y con Ex-4 
(n=6-9) de los mismo grupos y, también, de la DT2 (n=8). Los resultados están 
expresados en relación al valor de su propio grupo control o al del grupo N, bien en 
porcentaje –proteína– o cantidad relativa –ARNm–. 
El ARNm del GLUT-4 en la rata RI mostró estar sensiblemente reducido respecto al del 
tejido adiposo de la rata normal (0,38±0,04 veces-N, p<0,001), sin alteración en la 
cantidad de proteína del glucotransportador; sin embargo, en la DT2, mientras que la 
expresión génica fue normal, el valor de su proteína era menor (p<0,05), tal y como ya 
habíamos observado previamente [Villanueva-Peñacarrillo y col., 2001]. El tratamiento 
prolongado de la rata normal con GLP-1 produjo un descenso (p<0,02) en la expresión 
génica global del GLUT-4 –ARNm y proteína–, confirmándose, en el caso de la 
proteína, resultados previos [Villanueva-Peñacarrillo y col., 2001]; esta acción reductora del 
GLP-1 fue también detectada, aunque en menor medida, en la Ex-4, si bien su efecto 
sobre la proteína no alcanzó significación estadística. En el grupo RI, el GLP-1 no 
modificó, aparentemente, el valor reducido inicial del ARNm, pero sí incrementó, por 
encima de lo normal, la cantidad de proteína-GLUT-4 (149±6% N, p<0,01); la Ex-4, sin 
embargo, y a diferencia con el GLP-1, aumentó sensiblemente el ARNm (p<0,05), 
hasta un valor próximo al del tejido adiposo de la rata normal (0,79±0,17 veces-N). En la 







Figura 17. Efecto del tratamiento sostenido con GLP-1 ( ) y Ex-4 ( ) sobre la expresión
de GLUT-4 - ARNm y proteína- , en el tejido adiposo de la rata normal (N, ), resistente a
insulina (RI, ) y diabética tipo 2 (DT2, ). Los resultados (media±EEM), correspondientes
a 5-13 ratas, están expresados, respectivamente, en cantidad relativa y porcentaje del grupo N
o RI control tratado con salino, y mostrados junto a Western-blots representativos. p<0,05, o






















































































rata DT2, la Ex-4 no pareció afectar el nivel del ARNm, pero claramente incrementó 
(p<0,05), hasta valores normales, la concentración de proteína (109±9% N), emulando 
con ello el efecto previamente observado del  GLP-1 [Villanueva-Peñacarrillo y col., 2001]. 
La tabla 1 (pág. 43) refleja las diferencias cualitativas en la expresión del GLUT-4           
–ARNm y proteína– en los dos modelos experimentales, RI y DT2, respecto a la rata N, 
y los cambios en los tres grupos –N, RI y DT2– tras tratamiento con GLP-1 y Ex-4, 
respecto a su propio control tratado con salino. 
9. EFECTO del TRATAMIENTO con GLP-1 y Ex-4 sobre el TRANPORTE de 
GLUCOSA, en el ADIPOCITO de la rata NORMAL, RESISTENTE a INSULINA y 
DIABÉTICA TIPO 2 
En la figura 18 está representado el transporte de glucosa en el tejido adiposo de la 
rata control –obtenida por tratamiento con salino– resistente a insulina (RI, n=6) y 
diabética tipo 2 (DT2, n=4), respecto a la control normal (N, n=12), y el efecto del 
tratamiento con GLP-1 (n=4-8) y Ex-4 (n=4-6). Los resultados están expresados en 
porcentaje del valor del grupo N control. 
En el adipocito aislado de la rata RI, el transporte de glucosa (8,10±0,49 fmol/105 
células) fue sensiblemente menor (p<0,01) que en el de la rata normal (15,1±1,6); a 
pesar de ello, la célula mantuvo su capacidad de respuesta in vitro a insulina 10-9 M     
–no mostrado en la figura–, con la que se produjo un incremento (35±9% ∆ RI-basal, 
n=7, p<0,01) que si bien no alcanzó el valor del transporte de glucosa en la rata normal, 
sí se aproximó (73±4% N-basal, p<0,01). El valor de captación del azúcar en el grupo 
DT2 resultó ser mucho mayor de lo normal (45,0±2,7 fmol/105 células, p<0,001 vs N), 
confirmando el resultado previo de nuestro laboratorio [Sancho y col., 2005]; no obstante, 
la insulina 10-9 M produjo un incremento in vitro, que si bien fue de magnitud similar al 
inducido por la hormona en la célula de la rata normal, resultó, en realidad, en un valor 
neto muy por encima (no mostrado). El tratamiento de la rata normal con GLP-1 activó, 
de forma clara, la captación de la hexosa (p<0,001), mientras que la Ex-4 no mostro 
tener efecto. En el grupo RI, tanto el GLP-1 como la Ex-4 indujeron un incremento en el 
transporte del azúcar (ambos, p<0,05 vs RI), hasta valores que si bien no alcanzaron la 
normalidad (p<0,02 vs N), sí resultaron ser muy próximos. En el grupo DT2, el 
tratamiento con GLP-1, y también con  Ex-4, tuvo un claro  efecto  reductor y, por  tanto  













































Figura 18. Efecto del tratamiento sostenido con GLP-1 ( ) y Ex-4 ( ) sobre el
transporte de glucosa, en el adipocito de la rata normal (N, ), resistente a insulina
(RI, ) y diabética tipo 2 (DT2, ). Los resultados (media±EEM), correspondientes
a 4-12 ratas, están expresados en porcentaje del valor del grupo N control tratado
con salino. p<0,05, o menor, vs N control; p<0,05, o menor, vs control respectivo,
RI o DT2. * 
#
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normalizador (GLP-1: 14,5±0,9 fmol/105 células, y Ex-4: 20,9±1,7; ambos, p<0,001 vs 
DT2), si bien en el caso de la Ex-4 el valor resultante aun permaneció ligeramente por 
encima de el del adipocito de la rata normal (138±11% N, p<0,05).  
La tabla 2 (pág. 46) refleja las diferencias cualitativas en el transporte de glucosa en 
los dos modelos experimentales, RI y DT2, respecto a la rata N, y los cambios en los 
tres grupos –N, RI y DT2– tras tratamiento con GLP-1 y Ex-4, respecto a su propio 
control tratado con salino. 
10. EFECTO del TRATAMIENTO con GLP-1 y Ex-4 sobre la actividad de ENZIMAS 
de SEÑALIZACIÓN CELULAR, en el TEJIDO ADIPOSO de la rata NORMAL, 
RESISTENTE a INSULINA y DIABÉTICA TIPO 2 
En este trabajo, hemos estudiado la actividad de la PI3K y de las MAPKs, porque son 
enzimas punta de lanza en los mecanismos de señalización celular, y por estar éstas 
implicadas en varias de las acciones del GLP-1 y de la Ex-4 sobre el metabolismo de la 
glucosa y lípidos. 
PI3K 
Las figuras 19 y 20 ilustran la cantidad de PIP3 formado desde PIP2, en el tejido 
adiposo de la rata control –tratada con salino– resistente a insulina (RI, n=8) y diabética 
tipo 2 (DT2, n=3), respecto a la normal control (N, n=5), y el efecto del tratamiento con 
GLP-1 (n=4) y Ex-4 (n=4). Los resultados están expresados en porcentaje de 
incremento sobre el valor de su propio grupo control o sobre el de N. 
En el tejido adiposo de la rata RI, la actividad PI3K –PIP3– resultó ser mucho mayor 
(Fig. 19) que la de la rata normal (269±10% N, p<0.001), al igual que en el grupo DT2 
(172±7% N, p<0,01), con lo que se confirma, en este último caso, observaciones 
previas de nuestro laboratorio [Sancho y col., 2005]. Tanto el tratamiento con GLP-1 como 
con Ex-4 produjo un estímulo en la actividad de la enzima, no sólo en la rata normal 
(media conjunta: 149±7% N, p<0,01) sino también (Fig. 20) en el grupo RI (media 
conjunta: 176±14% RI, p<0,01). En la rata DT2, si bien la célula conservó su capacidad 
de respuesta al GLP-1 y Ex-4, el efecto estimulador respectivo (media conjunta: 
114±3% DT2, p<0,01) resultó ser inferior al inducido en la rata RI (p<0,01). 
 

















Figura 19. Actividad PI3K –PIP3– en el tejido adiposo de la rata normal (N, ),
resistente a insulina (RI, ) y diabética tipo 2 (DT2, ), y efecto del tratamiento
sostenido con GLP-1 ( ) y Ex-4 ( ) en la rata N. Los resultados (media±EEM),
correspondientes a 4-6 ratas, están expresados en porcentaje de incremento sobre el
valor del grupo N control tratado con salino, y mostrados junto a TLCs representativas.




































































Figura 20. Efecto del tratamiento sostenido con GLP-1 ( ) y Ex-4 ( ) sobre la
actividad PI3K –PIP3–, en el tejido adiposo de la rata resistente a insulina (RI, ) y
diabética tipo 2 (DT2, ). Los resultados (media±EEM), correspondientes a 3-8 ratas,
están expresados en porcentaje de incremento sobre el valor de su propio grupo control




































Las figuras 21 y 22 ilustran el grado de fosforilación (p-) de la p42 y p44 MAP quinasa 
en el tejido adiposo de la rata control –tratada con salino– resistente a insulina (RI, n=6-
9) y diabética tipo 2 (DT2, n=4-7), respecto a la normal control (N, n=4-8), y el efecto 
del tratamiento con GLP-1 (n=4-6) y Ex-4 (n=4-5). Los resultados están expresados en 
porcentaje de incremento sobre el valor de N, o sobre el de su propio grupo control. 
En la rata RI (n=6), el grado de fosforilación (Fig. 21), tanto en la p42 MAPK como de la 
p44, fue mayor (ambos, p<0,02) que en el tejido adiposo de la rata normal, y también 
fue mayor, aunque en menor medida, en el grupo DT2 (ambos, p<0,05), confirmándose 
en este último caso resultados previos de nuestro laboratorio [Sancho y col., 2005]. En el 
grupo normal (Fig. 21), el GLP-1 indujo un descenso en la actividad de la p42 MAPK 
(p<0,01) y un incremento en la de p44 (p<0,01), mientras que la Ex-4 no pareció tener 
efecto sobre ninguna de las dos enzimas, excepto por un ligero aumento, sin 
significación estadística, en la p42. En la rata RI, el GLP-1 mostró (Fig. 22) una acción 
tendente hacia la reducción de la sobreactividad inicial de la p42 MAPK, sin 
modificación clara del grado de fosforilación de la p44; sin embargo, mientras que el 
tratamiento con Ex-4 no alteró el nivel de actividad de la p42, sí redujo, 
considerablemente, el de la p44 (211±17% N, p<0,01). En la rata DT2, el GLP-1 inhibió 
(Fig. 22) la actividad de la p42 MAPK hasta valores normales (111±9% N), sin alterar, 
como en el caso de la RI, el grado de fosforilación de la p44, tal y como ya habíamos 
observado previamente [Sancho y col., 2005]; la Ex-4, sin embargo, mostró tener un efecto 
reductor claro sobre la actividad global de las MAPKs (p<0,05, o menor), llegando a 
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Figura 21. Actividad (p-) p42/p44 MAPK, en el tejido adiposo de la rata normal
(N, ), resistente a insulina (RI, ) y diabética tipo 2 (DT2, ), y efecto del
tratamiento sostenido con GLP-1 ( ) y Ex-4 ( ) en la rata N. Los resultados
(media±EEM), correspondientes a 4-6 ratas, están expresados en porcentaje de
incremento sobre el valor del grupo N control tratado con salino, y mostrados junto a













































Figura 22. Efecto del tratamiento sostenido con GLP-1 ( ) y Ex-4 ( ) sobre la
actividad (p-) p42/p44 MAPK, en el tejido adiposo de la rata resistente a insulina
(RI, ) y diabética tipo 2 (DT2, ). Los resultados (media±EEM), correspondientes a
4-9 ratas, están expresados en porcentaje de incremento sobre el valor de su propio
grupo control tratado con salino, y mostrados junto a Western-blots representativos.


































La participación directa del GLP-1 en el control del metabolismo de la glucosa y lípidos 
en tejidos extrapancreáticos de la rata y del hombre, está ampliamente documentada 
[Ruiz-Grande y col. 1992; Valverde y col., 1994; Villanueva-Peñacarrillo y col., 1994a; Morales y col., 
1997; Perea y col., 1997; Villanueva-Peñacarrillo y col., 2001a; Luque y col., 2002; D´Alessio y col., 
2004]; también se ha demostrado que el GLP-1 ejerce las acciones mencionadas a 
través de receptores específicos que, al menos en el músculo [Delgado y col., 1995] y en el 
hígado [Villanueva-Peñacarrillo col., 1995], parecen ser distintos, en estructura y/o función, a 
su receptor pancreático, al no inducir en ellos un incremento en la formación de AMPc 
[Valverde y col., 1994; Villanueva-Peñacarrillo y col., 1994a; Morales y col., 1997; Yang y col., 1998], tal 
y como ocurre en el páncreas [Thorens, 1992]. El tejido adiposo, sin embargo, donde este 
péptido tiene una doble acción, lipolítica y lipogénica [Perea y col., 1997], se piensa que, 
muy probablemente, dispone de dos receptores distintos: uno similar o igual al 
pancreático, porque estimula la formación de AMPc [Drucker y col., 1987; Ruiz-Grande y col., 
1992], y otro relacionado con el receptor para GLP-1 en el hígado [Villanueva-Peñacarrillo y 
col., 1995] y músculo esquelético [Delgado y col., 1995], en el que un IPG [Galera y col., 1996; 
Trapote y col., 1996; Marquez y col., 1998; 2001; Luque y col., 2002] sería, como en el caso de la 
insulina, uno de sus segundos mensajeros.  
El GLP-1 no sólo activa el transporte de glucosa, sino también la glucogénesis en el 
hígado, músculo y tejido adiposo, a través de un incremento en la actividad de la 
glucógeno sintasa a [Valverde y col., 1994; Morales y col., 1997; Villanueva Peñacarrillo y col., 1994; 
Perea y col., 1997; Sancho y col., 2005], y se ha demostrado que todos estos efectos 
dependen de un incremento en la actividad de ciertas quinasas [Redondo y col., 2003; 
Acitores y col., 2004; Sancho y col., 2005]. Además, hace ya unos años se informó de que el 
GLP-1, en tratamiento sostenido, ejerce un control sobre el glucotransportador 
mayoritario en el hígado, músculo y tejido adiposo en estado normal y diabético tipo 2 y 
tipo 1, incidiendo en su proceso de transcripción y/o traducción [Villanueva-Peñacarrillo y 
col., 2001b]. 
Por otro lado, la Ex-4, que como el GLP-1 tiene un efecto antidiabético incluso más 
sostenido y potente [Young y col, 1999; Greig y col, 1999], comparte con él muchas de sus 
acciones en tejidos extrapancreáticos [Alcántara y col., 1997; Sancho y col., 2005; Arnés y col., 





2009], incluida aquella sobre el metabolismo del hueso, en el que ambos, GLP-1 y Ex-4, 
han mostrado activar su metabolismo [Nuche y col., 2009; Nuche y col., 2010b], acción que, 
en el caso del GLP-1, es ejercida, posiblemente, a través de un receptor específico 
[Nuche y col., 2010a] de nuevo distinto al pancreático. 
El efecto insulinotrópico y glucoregulador de la Ex-4 se ha afirmado que ocurre a través 
del receptor pancreático para GLP-1 [Göke y col., 1993a]. Ello está basado en resultados 
obtenidos en modelos animales con el receptor pancreático para GLP-1 silenciado, y 
que han sugerido que éste está involucrado en la acción incretina/insulinotrópica tanto 
del GLP-1 como de la Ex-4, y también en la glucosensorial en la vena porta del GLP-1 
[Edwards y col., 1999; Burcelin y col., 2001]. Pero además, y al margen del hecho probado de 
que la Ex-4 se une al receptor pancreático del GLP-1 [Raufman y col., 1992; Göke y col., 
1993a], también se sabe que desplaza, en cierta medida, la unión específica máxima del 
GLP-1 a su receptor de membrana en el músculo esquelético [Arnés y col., 2008]. Sin 
embargo, aunque la Ex-4 y el GLP-1 parecen compartir ciertas acciones destinadas a 
una reducción del azúcar cuando ésta circula en exceso, podría ser, como de hecho se 
ha comprobado en otros tejidos, que no todas las de la Ex-4 sean predecibles en base 
a la farmacología conocida del GLP-1 [Idris y col., 2002] 
En este trabajo se ha estudiado el efecto de la acción sostenida del GLP-1 y también 
de la Ex-4, sobre parámetros relacionados con el transporte y metabolismo de la 
glucosa en el hígado, músculo y tejido adiposo, no sólo en un modelo experimental de 
diabetes tipo 2 en la rata, sino también en otro de resistencia a insulina, ésta última 
como situación previa que conduce, con el tiempo, y en función del individuo, a la 
manifestación de un deterioro en la homeóstasis del azúcar. 
El hígado del modelo RI de este trabajo presentó una expresión génica del GLUT-2      
–ARNm y proteína– significativamente menor de lo normal; sin embargo, previamente 
se había observado en un grupo de ratas DT2, que si bien el contenido en proteína 
también era más bajo, el de ARNm era mayor [Arnés y col., 2008]. Esta subexpresión del 
gen del GLUT-2 en la rata RI fue acompañada de un contenido en glucógeno hepático 
sensiblemente menor de lo normal, y también fue menor el del hígado de un nuevo 
grupo de ratas DT2 incluido en este estudio, confirmándose, en este último caso, 
resultados previos [Arnés y col., 2008]. El tratamiento prolongado tanto con GLP-1 como 
con Ex-4 incrementó en gran medida tanto el ARNm como el contenido de proteína del 





GLUT-2, hasta valores, en ambos modelos experimentales, muy por encima de los de 
la rata normal. Esta estimulación del gen del GLUT-2 en la rata RI tras GLP-1 o Ex-4, 
fue acompañada de un incremento en el glucógeno hepático, que alcanzó valores 
prácticamente normales con ambos péptidos; en la rata DT2, el GLP-1 también 
aumentó la cantidad de glucógeno, incluso por encima del de la rata normal, y de igual 
manera a lo observado previamente en este mismo modelo tras tratamiento con Ex-4 
[Arnés y col., 2008]. Los previos y estos resultados sugieren un efecto directo de la Ex-4 
sobre la captación de glucosa por el hígado. Sin embargo, deben tenerse en cuenta 
evidencias de un trabajo reciente [Vahl y col., 2007], el cual demuestra la presencia de 
receptores para GLP-1 en los nervios terminales de la vena porta; y si bien se 
desconoce cuál es el primer paso en la acción de la Ex-4 en el hígado, la posibilidad, 
por su amplia homología con el GLP-1, de que su efecto este mediado y regulado por 
el sistema nerviosos central, no debe ser descartada. 
La subexpresión del GLUT-2 y el menor contenido en glucógeno del hígado tanto del 
modelo RI como del DT2, fue acompañado, sin embargo, de una sobreactividad de la 
PI3 quinasa, como desarrollo, quizás, de un mecanismo corrector de esa alteración. No 
obstante, tanto el tratamiento con GLP-1 como con Ex-4 estimuló aun más la actividad 
del enzima, sugiriendo su independencia en la acción de posibles estímulos, y la 
importancia de su participación en el restablecimiento del proceso deteriorado del 
metabolismo de la glucosa en el hígado. En el caso de las MAP quinasas, sin embargo, 
de las que tanto la p42 como la p44 están sobreactivadas en el hígado de ambos 
modelos, RI y DT2, el tratamiento con GLP-1 incrementó aun más sólo el valor de       
p-p42 en la RI y el de p-p44 en la DT2, mientras que la Ex-4 no tuvo efecto, sugiriendo 
un mecanismo de acción distinto para cada uno de estos dos péptidos tras el acceso 
de la glucosa al hepatocito. 
De todo lo anterior se puede afirmar que la Ex-4 controla la expresión del 
glucotransportador y el acumulo de glucógeno en el hígado, tanto en la rata normal 
como en la resistente a insulina y diabética, de la misma manera a lo observado en 
este trabajo y en previos sobre el GLP-1 en el hígado de la rata normal y diabética 
[Villanueva-Peñacarrillo y col., 2001b; Arnés y col., 2009]. Y no sólo eso, sino que los resultados 
sugieren que aunque otros tejidos extranpancreáticos puedan participar, es sin duda el 





hígado una diana importante en la acción glucoreguladora de la Ex-4 en estado 
diabético. 
La expresión del glucotransportador GLUT-4 en el músculo esquelético del modelo RI, 
a diferencia del hígado, mostró ser mayor de lo normal, y ambos parámetros –ARNm y 
también proteína– se vieron aun más incrementados tras tratamiento tanto con GLP-1 
como con Ex-4. Esta sobrexpresión del glucotransportador puede ser debida al 
desarrollo de un mecanismo de respuesta frente a un metabolismo de la glucosa 
deteriorado en esta situación de resistencia a insulina, porque, de hecho, tanto la 
captación del azúcar como la actividad GSa también están reducidas en este modelo. 
Por otro lado, la acción hiperactivadora del GLP-1 y Ex-4 sobre la expresión el GLUT-4 
fue acompañada de la normalización en el transporte de glucosa tras ambos péptidos, 
y también del nivel de GSa en el caso del GLP-1; sin embargo, la Ex-4, si bien 
incrementó ligera pero significativamente la actividad GSa, el valor alcanzado tras 
tratamiento con este péptido permaneció por debajo de lo normal. Estos paralelismos 
en la acción respectiva del GLP-1 y Ex-4, sólo hasta cierto punto del proceso de 
metabolización del azúcar, indican que si bien la Ex-4 mimetiza al GLP-1 en muchos de 
sus efectos [Alcántara y col., 1997; Luque y col., 2002], el mecanismo que conduce a los 
mismos no siempre es común. Concretamente, se sabe, por un lado, que el GLP-1 
ejerce su acción en el músculo a través de un receptor específico, no asociado al 
sistema adenilatociclasa [Delgado y col., 1995], en el que un IPG parece ser uno de sus 
segundos mensajeros [Marquez y col., 1998; Luque y col., 2002]; por otro, la Ex-4, sobre la 
cual no se ha podido describir hasta el momento un receptor propio en ninguno de los 
tejidos de mamíferos estudiados, se ha demostrado que tampoco afecta al contenido 
de AMPc en el músculo, como es el caso del GLP-1, pero que también activa la 
generación de IPGs. Sin embargo, la Ex-4, si bien desplaza la unión específica máxima 
del GLP-1 a su receptor de membrana en el músculo [Arnés y col., 2008], lo hace con 
mucha menor potencia, lo que indica que, para la consecución de su efecto, la Ex-4 
podría estar utilizando parcialmente el receptor del GLP-1, pero no sólo éste.  
El transporte de glucosa en el músculo de la rata DT2, a diferencia de lo que ocurre en 
la RI de este estudio, no fue aparentemente distinto del de la normal; pero en un grupo 
de ratas de este mismo modelo DT2 previamente estudiado [Arnés y col., 2009], el valor 
era ligeramente menor, coincidiendo con lo observado también en otros trabajos 





realizados en células musculares de pacientes diabéticos tipo 2 [Gonzalez y col., 2005b]; 
sin embargo, la actividad GSa en los dos modelos experimentales del presente estudio, 
está reducida. Estos valores iniciales de TG y GSa en el músculo de la rata DT2 se 
sabe van acompañados de un nivel aparentemente normal de ARNm del GLUT-4, y 
sólo ligeramente menor de la proteína [Villanueva-Peñacarrillo y col., 2001b; Arnés y col., 2009]. 
El tratamiento con GLP-1 de la rata DT2 (presente estudio) no modificó ninguno de los 
dos parámetros, TG o GSa, mientras que previamente se había informado sobre un 
incremento en la expresión del GLUT-4 tras GLP-1 [Villanueva-Peñacarrillo y col., 2001b].  
En relación a la Ex-4, previamente no se había podido detectar un efecto in vitro sobre 
la GSa o transporte de glucosa en el músculo de este mismo modelo diabético [Arnés y 
col., 2008], ni tampoco en la expresión del GLUT-4 tras tratamiento con el péptido [Arnés y 
col., 2009]; en el músculo de la rata normal, sin embargo, la Ex-4 estimula in vitro el 
transporte de glucosa en igual medida que el GLP-1 [Arnés y col., 2008]. No obstante, se 
ha observado que tras tratamiento sostenido de la rata DT2 con Ex-4, se produce un 
incremento significativo en el valor de captación del azúcar, aumento que no se detecta 
en la rata normal [Arnés y col., 2009].  
Tomando en consideración todas las observaciones realizadas in vivo e in vitro sobre el 
efecto de la Ex-4, éstas sugieren que el músculo esquelético puede que participe en su 
acción glucoreguladora, pero que en estado diabético la intervención de este tejido no 
sería determinante. 
Las alteraciones detectadas en el glucotransportador, transporte de glucosa y actividad 
GSa en el músculo de los dos modelos experimentales de este trabajo, fueron 
acompañadas de un valor normal de actividad PI3K en el grupo RI, y disminuido en el 
DT2, que aumenta en ambos tras tratamiento con GLP-1 o Ex-4, normalizándose en el 
caso de las DT2. Sin embargo, mientras que la actividad inicial p42 MAPK fue mucho 
mayor de lo normal en ambos grupos experimentales, la de p44 resultó ligeramente 
más alta sólo en la rata DT2, confirmándose con ello observaciones previas [Arnés y col., 
2008]. El tratamiento con GLP-1 tuvo, en general, un efecto reductor y normalizador, 
sobre todo en la sobreactividad de la p42 del músculo de la rata RI, mientras que la  
Ex-4 ejerció una acción tendente hacia la normalización sólo sobre la p44 MAPK. En la 
rata diabética, sin embargo, ninguno de los dos péptidos parece modificar el valor 
inicialmente sobrexpresado de la p42, pero ambos estimulan en gran medida la 





actividad de la p44, tal y como se había observado previamente in vitro [Arnés y col., 
2008]. La actividad PI3K reducida en el músculo de la rata DT2 de este estudio, difiere 
de resultados previos obtenidos en miocitos de pacientes diabéticos tipo 2 [González y 
col., 2005b], en los que se detectó un nivel del enzima más alto que en células de sujetos 
normales, todo ello indicando peculiaridades de acción específicas de especie. Por otro 
lado, trabajos realizados in vitro en el músculo esquelético de la rata normal [Acitores y 
col., 2005], y utilizando inhibidores de distintas quinasas, confirmaron que la PI3K y las 
MAPKs participan en el control del incremento en la captación del azúcar inducido por 
insulina; sin embargo, en cuanto al GLP-1, su dependencia de la PI3K en esa misma 
acción no es tan evidente, si bien está demostrado que un incremento en la actividad 
de este enzima es determinante en el efecto estimulador del GLP-1 sobre la glucógeno 
sintasa a en el músculo esquelético [Acitores y col., 2004] e hígado [Redondo y col., 2003] de 
rata, y también en células musculares del hombre [González y col., 2005a], indicando de 
nuevo diferencias dependientes de la especificidad del tejido en las características de 
acción del GLP-1.  
En el tejido adiposo de la rata resistente a insulina de este trabajo, el valor de ARNm 
del GLUT-4 fue menor que el del grupo normal, sin alteración en la proteína; sin 
embargo, en el modelo DT2 se observó lo contrario, es decir, un ARNm normal y una 
proteína ligeramente reducida, confirmando resultados previos de nuestro laboratorio 
[Villanueva-Peñacarrillo y col., 2001b]. El tratamiento de la rata RI con Ex-4, pero no con 
GLP-1, normalizó los valores reducidos del ARNm en el tejido adiposo, mientras que en 
el caso de la proteína fue el GLP-1 el que indujo una estimulación significativa. En la 
rata diabética, la Ex-4 no modificó el valor de ARNm, pero normalizó el inicialmente 
reducido de proteína, al igual que lo previamente observado tras tratamiento con GLP-1 
de este mismo modelo [Villanueva-Peñacarrillo y col., 2001b]. 
Estas alteraciones de expresión del glucotransportador en el tejido adiposo del modelo 
experimental de resistencia a insulina y diabetes tipo 2, resultaron en un valor de 
transporte de glucosa disminuido en la rata RI en relación al de la normal, y aumentado 
en la DT2, confirmando, esto último, resultados previos [Sancho y col., 2005]. El 
tratamiento con cualquiera de los dos péptidos, GLP-1 y Ex-4, tuvo un efecto 
normalizador de este parámetro en ambos modelos, algo menos potente el de la Ex-4 
en la rata DT2. 





El valor del transporte de glucosa en el adipocito de la rata diabética de este trabajo, 
aumentado respecto al de la normal, cursa en paralelo con una mayor actividad de la 
PI3K; en el grupo RI, sin embargo, que también muestra una hiperactividad de esta 
enzima, ello no va acompañado de una mayor captación de azúcar sino de un valor 
ligeramente reducido. En el adipocito de ambos modelos experimentales, se observa 
también una hiperactivación de las MAP quinasas. La participación de la PI3K y 
también de las MAPKs en el transporte y metabolismo de la glucosa y lípidos había 
sido postulada previamente en trabajos realizados en el tejido adiposo de la rata 
normal, y en el del mismo modelo de diabéticas tipo 2 del presente estudio [Sancho y col., 
2005], así como en adipocitos de sujetos normales [Sancho y col., 2007]. De hecho, ambas, 
la PI3K y las MAPKs interviene, de forma determinante, en el efecto estimulador no 
sólo de la insulina sino también del GLP-1 y Ex-4 sobre el transporte de glucosa en el 
tejido adiposo de la rata y del hombre normal [Sancho y col., 2005; 2007] y obeso [Sancho y 
col., 2006]. En concordancia con lo anterior, el tratamiento con GLP-1 y Ex-4 de la rata 
RI, y también de la DT2 de este estudio, incrementa de forma clara la actividad PI3K en 
ambos modelos experimentales; sin embargo, la Ex-4 induce una disminución 
significativa en la p44 MAPK en el grupo RI, y de ambas isoformas, p42 y p44, en el 
DT2, tendente a su normalización, mientras que no se observa efecto alguno del GLP-1 
sobre la actividad de las MAPKs en ninguno de los dos modelos. 
Por lo anterior, el efecto normalizador del GLP-1 sobre el glucotransportador y también 
sobre el transporte de glucosa en el tejido adiposo de la rata diabética, no parece 
pueda ser atribuido a una acción de este péptido también sobre las MAPKs, con lo que 
cabría pensar que, en esta situación, pudieran activarse otros mecanismos. De hecho, 
se ha demostrado que en el adipocito de la rata normal, el GLP-1, como la insulina, la 
Ex-4 y también la Ex-9, estimulan no sólo la actividad de la PI3K sino, además, la de 
las MAPKs y P70s6K, pero no la PKB, la cual sólo es incrementada por insulina; sin 
embargo, la célula de la rata diabética desarrolla, aparentemente, un mecanismo 
extraordinario, por el cual un incremento en la actividad de la PKB es claramente visible 
tras la acción in vitro del GLP-1, Ex-4 y también Ex-9 [Sancho y col., 2005], o como 
también es el caso del valor de PI3K incrementado en el músculo de sujetos diabéticos 
tipo 2 [Meyer y col., 2002; Gonzalez y col., 2005b]. 





En resumen, de todos los resultados de este trabajo, podemos afirmar que los tres 
tejidos seleccionados, e involucrados en mayor o menor medida en el control de la 
homeostasis de la glucosa, presentan, tanto en la rata resistente a insulina como en la 
diabética tipo 2, alteraciones de parámetros propios del metabolismo del azúcar, bien 
en su captación, su señalización celular o metabolismo; también, los hallazgos 
demuestran que el tratamiento con ambos, GLP-1 y Ex-4, tiene un efecto positivo sobre 
alguno de ellos, que da como resultado un restablecimiento de la constante normal en 
muchos casos, y que podría justificar la demostrada acción glucoreguladora tanto del 























El modelo de resistencia a insulina y el de diabetes tipo 2, obtenidos 
respectivamente en la rata por sobrealimentación crónica con fructosa o 
tratamiento con estreptozotocina al nacer, presentan valores alterados en 
parámetros relacionados con el transporte y metabolismo de la glucosa                
–expresión del glucotransportador, captación de la hexosa, glucógeno sintasa a, 
glucógeno y enzimas de señalización celular–, en tejidos extrapancreáticos 
involucrados en la homeostasis del azúcar. 
En el hígado… 
El tratamiento sostenido, tanto con GLP-1 como con Ex-4, incrementa y corrige 
el menor valor de expresión génica del GLUT-2 en ambos modelos, y también 
tiende a normalizar el contenido en glucógeno inicialmente reducido. 
Si bien la PI3K y las MAPKs parecen mediar la acción del GLP-1 y Ex-4 en este 
tejido, el efecto normalizador de cada uno de estos péptidos en la rata 
resistente a insulina y diabética tipo 2, parece ocurrir a través de una vía de 
señalización post-receptor distinta. 
En el músculo esquelético… 
Tanto el tratamiento con GLP-1 como con Ex-4, si bien ninguno modifica la 
sobrexpresión del glucotransportador GLUT-4 en ambos modelos, sí corrigen, 
hacia la normalización, los valores inicialmente reducidos tanto de transporte 
de glucosa como de actividad glucógeno sintasa a. 
El efecto normalizador del GLP-1 y la Ex-4 sobre el transporte de glucosa y 
actividad glucógeno sintasa a en ambos modelos, cursa en paralelo con una 
normalización del valor inicialmente reducido en la actividad PI3K en el caso de 
la diabética, y de las MAPKs en los dos modelos, si bien en este último caso la 
acción respectiva del GLP-1 y Ex-4 no parecen incidir sobre la misma isoforma 
del enzima. 
En el tejido adiposo… 
La alteración en la expresión del GLUT-4 en los dos modelos experimentales, 
que va acompañada de un transporte de glucosa disminuido en el de 
resistencia a insulina, y aumentado en el de diabetes tipo 2, y de una 
hiperactividad PI3K en ambos, se normaliza tras tratamiento con GLP-1 y Ex-4. 
Sin embargo, las dos isoformas de las MAP quinasas, que también están 
hiperactivadas en ambos modelos experimentales, sólo se ven corregidas, 
hacia su normalización, tras tratamiento con GLP-1. 
El hígado, músculo esquelético y tejido adiposo presentan, en estado de 
resistencia a insulina y diabetes tipo 2, alteraciones de parámetros propios del 
metabolismo del azúcar, bien en su captación, su señalización celular o





metabolismo; tanto la Ex-4 como el GLP-1 tiene un efecto corrector en muchos 
de ellos, cuya consecución es llevada a cabo, no obstante, a través de un 
mecanismo post-receptor distinto. De estos tejidos extrapancreáticos, si bien la 
participación del hígado se muestra como primordial, los tres son diana en la 
acción de la Ex-4 y el GLP-1, conduciendo en conjunto, posiblemente, a la 
demostrada intervención de estos dos péptidos en el control de la homeostasis 
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